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RESUMEN 
Estudios previos indican que el maíz negro autóctono, variedad Millo Corvo (Pontevedra, 
Galicia) presenta un alto contenido en compuestos antioxidantes. Por otra parte, estos 
compuestos resisten el proceso de elaboración del pan [1] indicando el potencial de la harina 
de maíz negra como ingrediente funcional. Sus propiedades antioxidantes se asocian 
principalmente a su contenido en antocianinas, las cuales están presentes en los estigmas del 
maíz negro [2], subproducto del procesado del alimento. El presente trabajo tiene como 
objetivo promover la revalorización de los estigmas de maíz negro Millo Corvo evitando la 
generación de nuevos residuos.  
Para ello se prepararon extractos acuosos a partir de estigmas de maíz negro. Se recuperaron 
tanto el extracto soluble como el residuo insoluble y se liofilizaron. Los productos  obtenidos se 
caracterizaron química y bioquímicamente. Para el extracto soluble se determinó el contenido 
en carbohidratos, proteínas, isoflavonas y antocianinas así como una determinación del perfil 
polifenólico mediante HPLC-DAD y HPLC-MS. También se determinó su capacidad antioxidante 
y antiglicante. En el residuo no soluble, se determinó el contenido en fibra tanto soluble como 
insoluble. 
La capacidad antioxidante se evaluó mediante comparación con un extracto de romero 
comercial al que se le atribuyen propiedades antioxidantes, y el contenido en fibra del residuo 
se comparó con el de la harina de maíz negro de la misma variedad y los estigmas secos. 
Por último, se determinó su biodisponibilidad mediante un sistema de digestión in vitro de 
extracto soluble al que se le realizó una caracterización química y bioquímica. 
Finalmente, el residuo se utilizó para obtener un producto horneado con alto contenido en 
fibra. 
Los resultados indican que nuestros extractos son una fuente natural de fibra y proteínas y 
además, poseen una capacidad antioxidante del mismo orden de magnitud que el extracto de 
romero comercial y que esta capacidad antioxidante resiste los procesos digestivos en 
modelos in vitro. En cuanto a la capacidad antiglicante, hacen falta más pruebas para 
determinar el mecanismo de inhibición en la formación de AGEs, no obstante los estudios 
preliminares indican que existe inhibición.  
Además, se han conseguido obtener un producto de bollería como las magdalenas a partir de 
harina de maíz negro con un color y textura muy atractivos para el consumidor, con alto 
contenido en fibra y apto para personas celíacas. 
Por tanto, los resultados sugieren que los estigmas de maíz negro extraídos, sin la generación 
de nuevos residuos, pueden ser de gran interés para la industria alimentaria, farmacéutica y 
cosmética.  
 
[1] Rodríguez V. y col. Euphytica 193:339-345, 2013. DOI 10.1007/s10681-013-0924-0 
[2] Sarepoua, E. y col. International Food Research Journal 20:2073-2079, 2013  
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1.1MAIZ NEGRO VARIEDAD MILLO 
CORVO 
1.1.1. CLASIFICACIÓN BOTÁNICA Y ORIGEN 
El maíz es una planta anual de la familia Gramineae del género Zea especie Zea mays L, es 
originaria de América y fue introducida en Europa en el siglo XVII. 
En Galicia y en la cornisa Cantábrica el maíz se adaptó muy bien a la climatología y dado el alto 
rendimiento de estos cultivos su explotación se fue extendiendo hacia toda Europa. Esta 
temprana adopción, muy probablemente, fue debida a su semejanza con los cereales 
europeos, a diferencia de otras plantas, como la patata, que eran más extrañas. El maíz 
aumentó el rendimiento de la superficie cultivada y permitió la estabulación de los animales, 
que empezaron a ser alimentados con piensos. 
El maíz constituyó desde entonces una parte muy importante de la dieta tanto humana como 
animal en Europa. Sin embargo, en los estratos más bajos de la sociedad Europea de la época, 
la dieta se empobreció en cuanto a variedad y el maíz pasó a ser la base fundamental de la 
dieta, lo que incrementó los casos de pelagra. 
Dentro de esta especie se encuentran muchas variedades con diferentes características. En 
este trabajo nos centraremos en una variedad gallega de maíz negro conocida como Millo 
Corvo, esta variedad es cultivada en la comarca de Mozarro (Pontevedra) figura 1. 
 
 
 
 Los primeros testimonios de cultivo de maíz en Meiro, perteneciente a la comarca de Mozarro 
(Pontevedra), datan del año 1618. En 1720 el maíz dominó totalmente el cultivo de cereal, 
significando para las gentes del lugar casi la única cosecha  (92% del total).  
Hasta hace unas décadas el maíz de variedad Millo Corvo se plantaba entre las zonas boscosas 
y los sembrados y en aquellos lugares en donde la tierra no era muy apta para el cultivo, 
sirviendo como pantalla protectora para otros cultivos por ser una variedad muy resistente. 
Con el tiempo se fueron imponiendo variedades nuevas más productivas y con mayores usos 
comerciales provocando la casi total desaparición de esta variedad. En la actualidad, se intenta 
recuperar este cultivo para lo cual se ha desarrollado un proceso de recuperación buscando los 
granos más adecuados por las aldeas de los alrededores y se recurrió a la memoria histórica, 
Fig. 1 Mazorca Maíz gallego 
variedad Millo Corvo 
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para llevar a cabo las técnicas de cultivo tradicionales así como, sus antiguos usos y 
costumbres. 
En la actualidad se producen de 3000 a 5000 kg anuales de maíz Millo Corvo los cuales el 90% 
es consumido en la comarca (www.asociacionculturalmeiro.com).   
1.1.2. PLANTA 
El maíz es una planta anual con un gran desarrollo vegetativo, que puede alcanzar hasta los 5 
m de altura, siendo lo habitual de 2 a 2.5m. Se caracteriza por ser muy robusta, su tallo es 
nudoso y macizo y lleva de 15 a 30 hojas alargadas y abrazadoras (4 a 10 cm de anchas por 35 
a 50 cm de longitud), de borde áspero, finamente ciliado y algo ondulado. Desde el entrenudo 
inferior pueden nacer tallos secundarios, que no suelen dar espigas, pero en caso de darlas 
abortan. 
 El tallo está formado por entrenudos separados por nudos más o menos distantes. Cerca del 
suelo, los entrenudos son cortos y de los nudos nacen raíces aéreas. El grosor del tallo 
disminuye de abajo arriba. Su sección es circular, pero desde la base hasta la inserción de la 
mazorca presenta una depresión que va haciéndose más profunda conforme se aleja del suelo. 
Desde el punto en que nace el pedúnculo que sostiene la mazorca, la sección del tallo es 
circular hasta la panícula o inflorescencia masculina, que corona la planta. 
El maíz es una planta monoica, es decir, lleva en cada pie de planta, flores masculinas y 
femeninas. Las flores masculinas se agrupan en una panícula (penachos o pendones) terminal, 
y las femeninas se reúnen en varias espigas (panojas o mazorcas) que nacen de las axilas de las 
hojas del tercio medio de la planta, figura 2.  
 
 
Cada flor femenina, si es fecundada en su momento, dará lugar a un fruto en forma de grano, 
más o menos duro, lustroso, de color amarillo, púrpura, negro o blanco. 
Los frutos quedan agrupados formando hileras alrededor de un eje grueso. Los híbridos de 
maíz, utilizados hoy en día de forma muy generalizada, contienen unos 600 a 1000 frutos 
(granos) por mazorca, alineados en 16 a 20 hileras de unos 50 granos cada una. 
El fruto (grano) es un cariópside (fruto seco e indehiscente (que no se abre) a cuya única 
semilla está adherida el pericarpio (envuelta exterior del fruto), formada por la cubierta o 
Fig. 2 Planta Zea mays  L. (www.biología.edu.ar) 
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pericarpio (6 % del peso del grano), el endospermo (80 %) y el embrión o germen y/o semilla 
(11 %). 
1.1.3. COMPOSICIÓN DEL ESTIGMA DE MAÍZ 
Los estigmas de maíz pertenecen a la flor femenina de la planta y son pelillos alargados que 
suelen ser de color verde y más tarde tornan a amarillo, rojo o marrón dependiendo de la 
variedad. Su función principal es atrapar el polen de la florescencia masculina [1].  
Los estigmas de maíz son desechados de la producción, de hecho, en muchos casos se cortan 
antes de la recogida de maíz produciendo una gran cantidad de residuos. En algunos países 
como China, Corea, Japón, USA y Reino Unido los estigmas de maíz son utilizados como té, 
polvos y colorante para cosméticos comerciales [5]. 
Como componentes principales de los estigmas de maíz se han citado flavonoides, 
polisacáridos, esteroides, saponinas, proteínas, carbohidratos, vitaminas y minerales como 
calcio, potasio (15%), magnesio, hierro (0.0082%), zinc (0.16%) y sodio (0.05%) [2 y 3]. También  
se le ha atribuido una humedad del 9.65%, un contenido en cenizas del 3.91%, en grasas del  
0.29%,  de proteínas crudas del 17.6% y de fibra un 40% [4]. 
En un estudio reciente, se han aislado dentro de los flavonoides, en la fracción butanólica de 
los estigmas de maíz, el ácido cumárico, ácido vainillínico, ácido protocaico, derivados de la 
quercetina y el ácido ferúlico [2]. 
Además se han realizado estudios de toxicidad de los estigmas de maíz en ratas Wistar, 
observando que concentraciones del 8.0% (p/p) de estigmas consumidos durante 90 días no 
producen efectos adversos [4], sugiriendo por tanto, que pueden ser utilizados como 
ingrediente de grado alimentario.  
1.2. ESTIGMAS DE MAÍZ E IMPACTO EN 
LA SALUD 
En los últimos años, la prevalencia de los problemas de salud pública relacionados con el estilo 
de vida sedentario ha sido ampliamente discutida en los países desarrollados. La obesidad, 
diabetes tipo II y síndrome metabólico se han convertido en los problemas de salud más 
comunes que requieren muchos recursos de los servicios de salud pública [6]. Los factores 
relacionados con el estilo de vida como el ejercicio físico, tabaquismo, una dieta inapropiada 
en la calidad de los alimentos así como, en la ingesta diaria de energía, mucho más alta que el 
consumo energético, unidos a factores hereditarios, son los factores de riesgo clave en estas 
enfermedades. Adicionalmente, como la esperanza de vida ha aumentado, el bienestar de la 
población envejecida es otro de los objetivos. 
De este modo, la dieta es uno de los factores que pueden ser mejorados para disminuir los 
factores de riesgo de enfermedades relacionados con la alimentación. Básicamente, los 
consumidores Europeos saben lo que los elementos pertenecientes a una dieta saludable, más 
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frutas y verduras, menos grasas, dieta equilibrada y variada, así como las recomendaciones de 
los nutricionistas puede hacer variar los factores de riesgo [7]. Pero las tasas crecientes de 
morbilidad y de desórdenes alimenticios indican, que en la práctica, la población no sigue esas 
recomendaciones [8]. 
El maíz se ha usado desde hace siglos en la prevención y tratamiento de diferentes 
enfermedades además, de ser un alimento esencial para personas intolerantes al gluten. El 
maíz negro es una importante fuente de antioxidantes,  Victor M. Rodriguez y col. 2013 [9]  
relacionan la mayor capacidad antioxidante con el color del maíz. También algún estudio ha 
relacionado la concentración de los antioxidantes de los granos del maíz, influenciada por la 
variedad, edad de la planta y época en la que se recoge con la concentración de antioxidantes 
en sus estigmas [5]. 
Además, los estigmas de maíz amarillo y morado se han usado de forma tradicional para 
ayudar a tratar trastornos como efecto antiproliferativo en células cancerígenas [10], actividad 
antidiabética [11], actividad antioxidante [2], mejora del movimiento gastrointestinal [12], 
además de como tratamiento para la cistitis, edema, cálculos renales, como diurético [13], 
problemas en la próstata, problemas urinarios, contra la obesidad [14], antifatiga [15] y como 
antidepresivo [16]. 
Se han realizado estudios en animales con diversas variedades de estigmas de maíz amarillo y 
morado para comprobar la actividad antioxidante, el efecto diurético, la reducción de la 
hiperglicemia, reducción del daño nefrotóxico, antifatiga, antidepresivo, anti-hiperlipémico, 
antidiabético, antiinflamatorio, antiglicante y neuroprotector [17] en los que se han obtenido 
resultados favorables. 
Los compuestos bioactivos encontrados en los estigmas de maíz a los que se asocian estos 
efectos son los polifenoles. Por lo que, debido a las características del maíz negro de la 
variedad Millo Corvo, puede tener un número más elevado de estos compuestos; así como, sus 
estigmas y aumentar las propiedades descritas para otras variedades de maíz. 
1.2.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
En la actualidad la actividad antioxidante de los alimentos está captando el interés de la 
población, debido a que existe evidencia científica entre los antioxidantes presentes en los 
alimentos y la salud humana. Muchos antioxidantes naturales presentan efectos biológicos 
incluyendo los antibacterianos, antivirales, antialérgicos y anti-trómbicos. 
Los alimentos que presentan mayor actividad antioxidante son los ricos en vitaminas, 
compuestos fenólicos y entre ellos principalmente las antocianinas. 
Se dice que los alimentos tienen propiedades antioxidantes cuando son capaces de neutralizar 
la acción oxidante de una molécula inestable, los radicales libres, sin perder su propia 
estabilidad electroquímica. Los radicales libres son productos naturales intermediarios del 
metabolismo que dentro de la homeostasis metabólica normal son regulados por la acción de 
una serie de enzimas y vitaminas como son la SOD (superóxido dismutasa) y la GPX (glutatión 
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peroxidasa), aparte del efecto de algunas vitaminas (C y E) y oligoelementos (Zn y Se). Si esta 
homeostasia desaparece o está alterada, se producen diversos trastornos a corto y largo plazo 
por el aumento de estos radicales libres. 
 Los antioxidantes son un grupo amplio de compuestos como vitaminas, compuestos fenólicos, 
minerales, colorantes naturales y enzimas, muchos de los cuales se encuentran en las fuentes 
vegetales, que ayudan a recuperar la homeostasia celular a diferentes niveles. 
En este trabajo nos centraremos en los compuestos fenólicos que engloban todas aquellas 
sustancias que poseen varias funciones fenol unido a estructuras aromáticas o alifáticas. Estos 
compuestos, además influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los alimentos ya que 
actúan como colorantes, antioxidantes y proporcionan sabor. 
Dentro de los compuestos fenólicos se encuentra un subgrupo de compuestos denominado 
flavonoides. Estos son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto 
común del difenilpirano. 
La presencia o ausencia de un grupo hidroxilo unido a la posición 3 determina la subdivisión en 
las dos clases principales de flavonoides, los 3-hidroxiflavonoides (flavanoles, flavonoles, 
flavanonoles, flavan-3,4- dioles o leucoantocianidinas, antocianidinas, pro-antocianidinas o 
taninos  condensados) y los flavonoides no hidroxilados en posición 3 (flavonas, isoflavonas, 
flavanonas), figura 3. 
 
 
En las plantas vegetales los flavonoides suelen estar unidos a azúcares vegetales mediante 
enlace β-glucosídico. Los azúcares más comunes son glucosa, galactosa, ramanosa, arabinosa, 
xilosa y ácido glucurónico [18] lo que les confieren propiedades hidrosolubles. 
Si nos centramos en las antocianinas, ya que puede ser uno de los grupos de compuestos 
importantes en nuestro extracto, éstas son pigmentos de color rojo, hidrosolubles, 
Fig. 3 Clasificación de los polifenoles 
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ampliamente distribuidos en el reino vegetal.  El color de las antocianinas depende de varios 
factores intrínsecos, como son los sustituyentes químicos que contenga y la posición de los 
mismos en el grupo flavilio, además del pH del medio. Las antocianinas son importantes por su 
impacto sobre las características sensoriales de los alimentos en el procesado,  por su uso 
como, colorantes y actividad antioxidante [19, 20].  
1.2.2. CAPACIDAD ANTIGLICANTE 
Una de las primeras manifestaciones clínicas de la diabetes es la hiperglicemia, la cual está 
asociada a diversas complicaciones como el incremento de productos de glicosilación 
avanzada o AGEs que es uno de las causas de envejecimiento y de las complicaciones de la 
diabetes. 
El primer paso de la formación de AGEs es la modificación de proteínas en los tejidos 
mediante, la reducción de azúcares por la reacción entre los grupos amino libres de las 
proteínas y un grupo carbonilo de los azúcares como la formación de la fructosamina mediante 
base de Schiff por reordenamiento de Amadori conocida también como reacción de Maillard. 
Los precursores más importantes son los compuestos α-dicarbonilos (por ejemplo el glioxal, 
metilglioxal y 3-desoxiglucosona) que se forman como resultado de la reacción inicial. Estos 
precursores son oxidados y reaccionan formando los AGEs finales, los cuales son importantes 
marcadores. 
Estos productos de glicación avanzada forman especies activas de oxígeno y radicales libres 
que reaccionan con moléculas biológicas como lípidos, proteínas y ADN causando daños 
clínicos como arterioesclerosis, inflamación, diabetes y cáncer [21]. 
En algunos estudios como el de Farsi y col. 2008 [22], se ha relacionado la inhibición de la 
formación de esta clase de productos con los flavonoles presentes en los estigmas de maíz ya 
que, estos compuestos podrían proteger a las proteínas de su oxidación evitando la formación 
de los AGEs y por tanto su glicación.  
1.2.3. FUENTE DE FIBRA 
Entre todos los componentes de la dieta, se ha investigado la importancia de la fibra en 
numerosos estudios. La ingesta de fibra ha sido relacionada con la reducción del riesgo de 
muchas enfermedades como cáncer de colon, enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 
II [23]. Por ello, la fibra es considerada como uno de los componentes más importantes para 
promover una dieta saludable.  Sin embargo, la ingesta de fibra no es la adecuada en muchos 
de los países desarrollados debido al aumento del consumo de alimentos procesados, 
elevándose la ingesta de energía y disminuyendo la de productos con fibra.  
 
Desde el punto de vista químico, la fibra se puede definir como la suma de lignina y 
polisacáridos no almidónicos o aquellos polisacáridos resistentes a la hidrólisis de las enzimas 
digestivas humanas. Fisiológicamente son aquellos que pueden ser fermentados por la 
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microflora colónica dando lugar a gases como el hidrógeno, dióxido de carbono, metano y a 
compuestos como el agua y los ácidos grasos de cadena corta (AGCC). 
En el colón ocurren principalmente dos tipos de fermentaciones, sacarolítica y proteolítica. La 
fermentación sacarolítica es la más beneficiosa para el organismo y produce principalmente 
los AGCC (acético, porpiónico y butírico) en una proporción molar aproximadamente de 
60:25:15. La fermentación proteolítica produce, en cambio, derivados nitrogenados como 
aminas, amonio y compuestos fenólicos.  
La energía que se produce en la fermentación colónica de la fibra oscila entre 1 y 2 cal/g que 
depende de su grado de fermentabilidad. De aquí se derivan los nombres de fibra totalmente 
fermentable (soluble y viscosa) y fibra escasamente fermentable (insoluble y no viscosa).  La 
fibra insoluble está compuesta principalmente de celulosa y lignina y algunas hemicelulosas, 
como no se degradan prácticamente por las bacterias colónicas poseen una alta capacidad 
para retener agua lo que aumenta la masa fecal, esta es más blanda y aumenta la movilidad 
del intestino. La fibra soluble comprenden gomas como el ácido urónico, xilosa, manosa y 
arabinosa, los mucígalos (polisacáridos ramificados de pentosas) y sustancias pépticas así 
como algunas hemicelulosas. Su solubilidad en agua condiciona la formación de geles en el 
intestino y retrasa el vaciado gástrico ralentizando el ritmo intestinal. Son rápidamente 
degradadas por la microflora anaerobia del colón lo que da lugar a la formación de AGCC que 
disminuyen el pH intraluminal, estimulan la reabsorción de agua y sodio y potencian la 
absorción colónica de cationes divalentes. Así el propionato se absorbe en el intestino y en el 
hígado y produce colesterol y glucosa generando ATP, el acetato proporciona energía 
fundamentalmente en el músculo y el butirato es una fuente de energía de la mucosa colónica. 
El contenido en fibra para los estigmas de maíz amarillo está calculado en un 40% [4], no 
obstante este resultado puede variar según la edad y variedad del maíz. No se han encontrado 
resultados relativos al contenido de fibra en estigmas de maíz morado y de la variedad objeto 
de estudio de la presente investigación.  
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2.1. HIPÓTESIS 
Se ha comprobado en estudios realizados sobre el maíz morado que éste posee una elevada 
capacidad antioxidante y antiglicante y estas propiedades pueden ser debidas a la alta 
concentración de polifenoles, en concreto se han relacionado con la concentración en 
antocianinas. 
También se ha visto que los estigmas de maíz dulce amarillo y morado tienen propiedades 
curativas y se han usado como infusiones para medicina tradicional en diversos países como 
EEUU y China.  Los estudios acerca de los estigmas de maíz negro y sus posibles aplicaciones 
como antioxidante y antiglicante son escasos y/o nulos.  
Debido a su color oscuro los estigmas de maíz negro gallego, variedad Millo Corvo, podrían 
contener polifenoles y antocianinas que les confirieran estas propiedades pudiendo ser usados 
como ingrediente alimentario con propiedades beneficiosas desde el punto de vista 
tecnológicos (conservantes) y para la salud humana. Estas propiedades agregan valor al 
producto y facilitan su revalorización lo que podría redundar en un incremento de la 
sostenibilidad del proceso de producción del cultivo del maíz y la competitividad del sector.  
2.2. OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO 
El objetivo de este estudio es la revalorización de un subproducto agroalimentario con posibles 
propiedades antioxidantes y antiglicantes como son los estigmas del maíz Millo Corvo, una 
variedad de maíz negro procedente de Galicia (España), mediante un método sencillo y de fácil 
escalado a nivel industrial, que no contribuya en la generación de nuevos residuos y  que 
incluya reactivos químicos nocivos para la salud y costosos para las industrias. 
Para llevar a cabo este objetivo realizó el siguiente plan de trabajo (figura 4): 
1._ Extracción acuosa a 100ºC, 10 min. 
2._ Separación de la fracción soluble e insoluble 
3._ Liofilización de las dos fracciones para su mejor conservación. 
Se realizó una caracterización de las propiedades químicas y  bioquímicas de la fracción soluble 
del  producto. 
En la fracción insoluble se determinó la cantidad de fibra presente y se vehiculizo en un 
alimento horneado para obtener un nuevo e innovador producto final enriquecido en fibra, en 
el que nuestro compuesto puede actuar con una doble funcionalidad: colorante y fuente de 
fibra.  
Caracterización química: 
Se determinó el contenido en carbohidratos totales, glucosa libre,  proteínas, isoflavonas y 
antocianinas. Además de una determinación de los polifenoles más significativos mediante 
HPLC-MS. 
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Caracterización bioquímica: 
 Capacidad antioxidante: se realizaron varios ensayos, ORAC, ABTS, desoxirribosa y 
Folin- Ciocalteu. Todos estos métodos se compararon con un antioxidante comercial como el 
extracto de romero. 
 Capacidad antiglicante: se realizó una incubación de la muestra junto con un control 
positivo y otro negativo durante 96 horas a 37º C y pH 7.4 simulando las condiciones 
fisiológicas. A continuación, se determinó la glicosidación de las proteínas mediante medición 
de productos de glicosilación avanzada o AGEs por fluorescencia y se midieron los grupos 
amino libres mediante OPA. También se realizó la prueba de dicarbonilos para poder confirmar 
los datos obtenidos. 
Se comprobaron todas estas propiedades después de realizar una digestión abiótica con el 
extracto soluble para comprobar que sigue manteniendo sus cualidades y que los compuestos 
activos están disponibles para su absorción en un modelo digestivo in vitro. 
 
 
 Fig. 4 Esquema del plan de trabajo 
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3.1. EXTRACCIÓN DE ESTIGMAS DE 
MAÍZ 
Reactivos y muestras 
El agua empleada de grado MiliQ procedió de un sistema de purificación Millipore (Milford, 
MA, USA). 
Las muestras de los estigmas de maíz negro variedad Millo Corvo fueron proporcionadas por la 
Asociación Cultural Meiro. Se estudiaron muestras de dos lotes diferentes de estigmas. 
Procedimiento 
La muestra se muele en un molinillo de café hasta obtener un polvo homogéneo finamente 
dividido. A continuación, se introduce la muestra en agua MiliQ a ebullición en una 
concentración de 50mg/ml durante 10 min protegida de la luz. Se filtra con embudo Buchner y 
kitasato empleando papel de filtro Whatman nº 4  separando la parte soluble de la no soluble. 
Posteriormente las muestras filtradas se congelan durante 24 horas y se introducen en un 
liofilizador  Telstar Lyobeta-15 durante72 horas. El extracto en polvo se conserva  en nevera a 
4ºC con Silica Gel para controlar la humedad hasta su utilización. 
3.2. CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DEL 
EXTRACTO SOLUBLE 
3.2.1 CARBOHIDRATOS TOTALES 
Reactivos 
Para la determinación se utilizó ácido sulfúrico concentrado (93-98%) de Panreac Química S.A. 
(España), Fenol (5% p/v) suministrado por Sigma-Aldrich y como patrón se empleó D-glucosa 
de  Sigma-Aldrich. 
Procedimiento 
El método fenol-sulfúrico es un método rápido y sencillo para la determinación de 
carbohidratos totales descrito por Dubois y col. (1956) [24] y modificado por Masuko y col. 
(2005) [25] para su aplicación en placas multipocillo. Consiste en la reacción que se produce 
entre los carbohidratos y el fenol junto con ácido sulfúrico concentrado y calor produciendo  
hidroximetilfurfural (HMF) y furfural (F) de color amarillo-naranja que absorben en el rango UV 
con una longitud de onda de 490nm. Este método posee un límite de detección en torno a 5µg 
en el que no se producen interferencias con proteínas y posee un color estable y reproducible, 
con valores algo por debajo del valor real debido a que no todos los carbohidratos 
descomponen en HMF ó F. 
Se mezclan 100µl de muestra, 300 µl de sulfúrico concentrado y 90 µl de fenol al 5% (p/v) en 
viales de 2mL, se agita y se incuban a 90ºC durante 5 min, a continuación se mide la 
absorbancia a 290nm con una placa multipocillo Microtest platte PS 96 (Sarsdedt AG & Co, 
Alemania) en lector de placas Biotek PowerWave TM XS (Biotek Instruments, EEUU). Las 
muestras se toman por duplicado midiéndose cada una por triplicado. La recta de calibrado se 
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realiza por triplicado con D-glucosa. La medida de absorbancia de las muestran se realizan por 
triplicado de muestras por duplicado. 
Se realizó un blanco de muestra, para eliminar la posible interferencia de color, con 100 µl de 
muestra, 300 µl de ácido sulfúrico y 90 µl de agua MiliQ; y un blanco de reactivos añadiendo el 
sulfúrico y el fenol más 100 µl de agua MiliQ. 
3.2.2 DETERMINACIÓN DE GLUCOSA LIBRE 
Reactivos 
Se utilizó un Kit Spinreact (Spinreact, España) compuesto por dos reactivos: R1 tampón TRIS 
(pH = 7.4) + fenol (0.3 mM) y R2 enzimas (GOD + POD + 4-aminofenazona). D-Glucosa fue 
proporcionado por Sigma-Aldrich. 
Procedimiento 
La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidación de glucosa a ácido glucónico. El  peróxido de 
hidrógeno que se produce en esta reacción se detecta mediante un aceptor cromogénico de 
oxígeno, fenol-ampirona, en presencia de peroxidasa (POD), leyéndose la absorbancia 
posteriormente a 505nm.  
β-D-glucosa + O2 + H2O   GOD       Ac. Glucónico + H2O2 
H2O2 + Fenol + Ampirona  POD     Quinona + H2O 
Para la recta de calibrado se utiliza glucosa en concentraciones desde 300 a 1 mg/dl.                
Se prepara el reactivo de trabajo mezclando R1 y R2, posteriormente se añaden en la cubeta 
10 µl de muestra/patrón en 1ml de reactivo de trabajo (RT). La muestra se incuba 10 min a 
37ºC y se mide la absorbancia en placa multipocillo Microtest plate. La recta de calibrado se 
mide por triplicado y el extracto por triplicado cogiendo muestra por duplicado.  También se 
realiza blanco de muestra añadiendo 10µl de muestra por 1ml de agua  y blanco de reactivos 
añadiendo únicamente 1ml de RT. 
3.2.3 PROTEÍNAS TOTALES 
Reactivos 
Se realizó el ensayo Bradford y se utilizó como reactivo Bio-Rad Protein Assay suministrado por 
Bio-Rad Laboratories S.A. y como patrón albúmina sérica bovina (BSA) suministrada por Sigma-
Aldrich.  
Procedimiento 
El método Bradford consiste en la extinción provocada por el cambio en el espectro visible de 
un colorante Azul Brillante de Coomasie G-250  presente en tres formas distintas: catiónica 
(rojo), neutra (verde) y aniónica (azul) [26]. Cuando éste se une a las proteínas medidas a 
595nm torna de rojo (medio ácido) a azul [27]. Esta unión se realiza a través de grupos 
ionizados y se comprueba la proporcionalidad con la concentración de proteínas contenidas en 
la muestra. La comparación se realiza mediante una curva de calibrado con BSA.   
Se diluye el reactivo (Bio-Rad) 1/5 con agua, se filtra el reactivo con papel Whatman nº4, se 
coloca 10 µl de muestra / patrón por 200 µl de reactivo en una placa multipocillo. Además, se 
realiza un control negativo para medir el color del reactivo y blanco de muestra para 
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determinar la posible interferencia del color de esta. Se incuba a temperatura ambiente 5 min 
y se mide la absorbancia a una longitud de onda de 595nm. La recta se midió por triplicado y 
los extractos por duplicados midiéndose la absorbancia de cada uno por triplicado. 
3.2.4 DETERMINACIÓN DE ISOFLAVONAS 
Reactivos 
Los reactivos empleados NaNO2, AlCl3 , PBS (pH=7.4), NaOH (1M) fueron proporcionados por 
Sigma-Aldrich. Rutina (>94%) de Sigma-Aldrich.  
Procedimiento 
El anillo dihidroxifenol de las isoflavonas reacciona con el nitrito sódico mediante oxidación 
pasando a quinona y ácido nítrico, que al reaccionar tricloruro de aluminio da un nitrofenol 
que al añadir un medio básico se convierte en un compuesto coloreado que absorbe la 
radiación UV a una longitud de onda de 510nm (figura 5). 
 
 
Se mezcla 1ml de muestra/patrón y 0.3ml de NaNO2 al 5% (p/v), se deja reaccionar durante 
5min, a continuación se añade 0.3ml de AlCl3 al 10% (p/v) y se deja reaccionar durante 6 min. 
Por último, se detiene la reacción añadiendo 2ml de hidróxido sódico 1M y se mide la 
absorbancia dentro de los 30 min siguientes en placa multipocillos. Se realiza un blanco de 
muestra y de reactivos. La recta de calibrado se realiza por triplicado con rutina como patrón 
en concentraciones de 2mM a 0.25mM. 
3.2.5 ANTOCIANINAS MONOMÉRICAS TOTALES 
Reactivos 
Para determinar la cantidad de antocianinas monoméricas totales se emplearon dos 
disoluciones tampón preparadas, una a partir de cloruro potásico y otra a partir de acetato de 
sodio proporcionados por Sigma-Aldrich. 
Procedimiento 
Considerando el pH como uno de los principales factores que afecta la estabilidad del color de 
las antocianinas, los espectros de UV-Vis a diferentes valores de pH también varían y 
contribuyen a determinar si las antocianinas están o no polimerizadas [28] (figura 6). 
La concentración de antocianinas se determina con la absorbancia a un pH diferencial. Estas 
moléculas dan dos bandas de absorción en la región UV (260 - 280nm) y la región visible (400-
550nm). Los resultados se expresan como pigmentos de antocianinas monoméricas y se utiliza 
cloruro de cianidina como patrón de referencia. 
Compuesto coloreado, 
rojo, que absorbe a 
510nm 
Fig. 5 Reacción para la determinación de isoflavonas. 
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Para ello se prepararon dos disoluciones tampón: una de acetato de sodio 0.4M (pH = 4.5) y 
otra de cloruro de potasio 0.025M (pH = 1). Posteriormente, se mezclaron 200 µl de muestra y 
7ml de cada una de las disoluciones y se midió la absorbancia de cada una a dos longitudes de 
onda (700nm y 520nm) en cubetas de 1cm en un Espectrofotómetro UV-Vis (AnalytikJena 
Specord 210 plus). La medida se realizó por triplicado de muestras por duplicado. 
Cálculo de la medida de absorbancia total (Abst): 
Abst =( Abs520nm - Abs700)pH=1 - ( Abs520nm - Abs700)pH=4.5 
Posteriormente, se calcula la concentración final mediante la igualdad: 
Antocianinas monoméricas totales (mg/L) = (Abst x Pm x FD x 10
3) /(ε x l) 
Siendo: 
Pm el peso molecular de la cianidina 
FD el factor de dilución  
ε la absortividad molar de la cianidina 
l la longitud de la cubeta 
3.2.6 DETERMINACIÓN DE POLIFENOLES MEDIANTE HPLC 
Reactivos 
Los disolventes utilizados en cromatografía fueron acetonitrilo de grado HPLC (Lab Scan, 
Dublin) y ácido fórmico (Fisher Chemical, UK).  MeOH de grado GR (VWR Inc, Bridgeport, PA, 
USA). Los patrones; 3-O-glucósido de cianidina eran de (Extrasynthase (Genay, Francia) y 
quercetin y (+/-) narangin de Sigma-Aldrich. 
Procedimiento 
3.2.6.1 Análisis de los extractos acuosos de estigmas mediante HPLC-DAD 
Los extractos fueron analizados utilizando un cromatógrafo de líquidos Konik (Konik, Sant 
Cugat del Vallés, Barcelona) modelo 560 equipado con un detector UV-Vis 560, un inyector con 
una capacidad de muestra 20 µL y un horno termostatizado donde se sitúa la columna. Las 
separaciones se llevaron a cabo en una columna de fase C18 (ACE, Madrid) de dimensiones 250 
x 4.6 mm  y tamaño de partícula 5µm. Los eluyentes empleados para realizar la separación 
fueron; 1% de fórmico en disolución acuosa, denominada A y acetonitrilo, denominada 
Fig. 6 Cambio de color con el pH de las antocianinas 
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disolución B. El flujo utilizado fue de 1ml/min. Las separaciones fueron realizadas, tras una 
optimización de los porcentajes, utilizando los programas que aparecen en las tablas 1 y 2 para 
detectar antocianinas y polifenoles, respectivamente [29, 30]. Los extractos de estigma se 
inyectaron por triplicado 
3.2.6.2 Análisis de los extractos acuosos de estigmas mediante HPLC-MS 
Se utilizó un cromatógrafo de líquidos de la serie Agilent 1100 (Palo Alto, CA, USA) equipado 
con un detector de diodo array y un espectrómetro de masas cuadrupolo (LC-DAD-MS) con 
interfase electospray.  El detector UV-Vis  registró entre 190 a 650nm y el DAD se seleccionó a 
290, 360 y 520 nm. Los espectros se adquirieron en modo negativo, siendo el voltaje de 
fragmentación 100 V y el del capilar 4000 V. El flujo de nitrógeno y la temperatura fueron de 
10 L/min y 350ºC respectivamente. Se utilizó una presión de nebulización de 55 psi (380 Pa). La 
columna y las condiciones cromatográficas fueron las mismas que las seleccionadas en el 
apartado anterior para los análisis HPLC-DAD.    
Tiempo 
(min) 
A (%)  B (%) 
0 90 10 
5 90 10 
15 85 15 
20 80 20 
45 65 35 
55 65 35 
70 0 100 
75 90 10 
 
 
 
3.3. CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DEL 
EXTRACTO INSOLUBLE 
3.3.1 DETERMINACIÓN DE FIBRA SOLUBLE E INSOLUBLE 
Reactivos 
Para la extracción de la fibra se utilizó un Kit Megazyme (Megazyme International Ireland Ltd.) 
compuesto por tres enzimas, α-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa. Tampón MES y TRIS 
proporcionados por Sigma-Aldrich, ácido sulfúrico concentrado (93-98%), acetona, etanol 
(96%), salicilato e hipoclorito sódico procedentes de Panreac Química S.A. (España). Además, 
como patrón, para la determinación de proteínas de fibra, se empleó cloruro amónico 
proporcionado por Sigma -Aldrich. 
 
 
Tiempo 
(min) 
A (%) B (%) 
0 95 5 
5 87 13 
11 81 19 
20 5 95 
25 0 100 
35 95 5 
Tabla 1 Proporciones utilizadas en HPLC 
de fase A (disolución acuosa al 1%(v/v) 
de ácido fórmico) y fase B (acetonitrilo) 
para la determinación de antocianinas. 
Tabla2 Proporciones utilizadas en 
HPLC de fase A (disolución acuosa al 
1%(v/v) de ácido fórmico) y fase B 
(acetonitrilo) para la determinación de 
polifenoles 
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Procedimiento 
Los análisis se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante, basado en el método AOAC 
991.43 y 985.29 [31, 32, 33], e implicó la determinación del contenido en proteínas y cenizas 
de las muestras mediante mineralización Kedhjal y posterior análisis colorimétrico  [34]. 
Las muestras se determinaron por triplicado y secas. La muestra se cocina en baño de tampón 
MES/TRIS (pH = 8.2) con agitación constante a 100ºC con α-amilasa para dar gelatinización, 
hidrólisis y despolimerización del almidón durante 35 min. Se incuba a 60ºC durante 30 min 
con la enzima proteasa para solubilizar y despolimerizar proteínas y por último, se disminuye 
el pH hasta alcanzar valores entre 4.2 y 4.8 y se incuba  con amiloglucosidasa a 60ºC durante 
30 min para hidrolizar fragmentos de almidón a glucosa. 
Para la determinación de fibra insoluble se filtra el contenido del producto anterior en crisoles 
previamente tarados con celite y el precipitado se lava con 10 ml de agua destilada 
precalentada a 70ºC, con etanol al 95% y por último con acetona. Se seca en horno  a 100ºC 
durante 24h, se deja en desecador y se pesa. Se guarda para determinar el contenido en 
proteínas y cenizas. 
Para la determinación de la fibra soluble se añaden 4 volúmenes de etanol 95% al filtrado 
sobrante de la fibra insoluble, la muestra se deja incubando durante 1h a temperatura 
ambiente, a continuación se filtra en crisoles tarados con celite y se lava el precipitado con 
etanol al 78%, etanol al 95% y acetona. Se deja secar 24h en horno y se pesa. Se guarda en 
desecador para determinar proteínas y cenizas. 
 
Determinación proteínas fibra mediante el método Kjeldahl 
Este método establece el contenido en nitrógeno en muestras orgánicas. Para determinar la 
cantidad de proteínas se calcula la cantidad de nitrógeno promedio por proteína, para cereales 
está establecida en 6.25 átomos de nitrógeno por proteína. 
Las proteínas se digieren en una mezcla con ácido sulfúrico en presencia de catalizador de 
Selenio, mediante un digestor Bloc-Digest 12, con un programa que calienta a 150ºC durante 
30 min para eliminar el agua, a continuación, se incrementa la temperatura a 300ºC durante  
30 min y por último a 400ºC durante 90 min hasta completar la digestión. 
El nitrógeno orgánico total se convierte en sulfato amónico y la mezcla resultante final se 
neutraliza con una base, el contenido en sulfato amónico total se determina mediante un 
método colorimétrico usando cloruro amónico como patrón para la recta de calibrado. 
Para determinar el contenido en amonio se coloca en un baño de agua a 37ºC durante 30min  
0.1 ml de muestra/patrón, 5ml de tampón, 4ml de salicilato y 2.5 ml de hipoclorito sódico, 
posteriormente, se agita empleando un vortex  y se mide la absorbancia a 660nmempleando 
un  espectrofotómetro UV-Vis. Se realiza una recta de calibrado midiendo las muestras por 
triplicado. 
 También se determina el contenido en fibra por triplicado para la harina de maíz negro y los 
estigmas de maíz secos y molidos, con objeto de realizar un estudio comparativo de los 
resultados, el procedimiento es el mismo que para los extractos insolubles del estigma de maíz 
descrito anteriormente.  
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3.4. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA 
DEL EXTRACTO SOLUBLE 
3.4.1 DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
Se determina la capacidad antioxidante empleando varios métodos y además, se compararan 
los resultados con los obtenidos para un extracto de romero comercial, aprobado como 
ingrediente funcional con capacidad antioxidante por la EFSA con el número E-392 [35].  
3.4.1.1 Método Folin- Ciocalteau 
Reactivos 
Se emplearon Folin-Ciocalteau y bicarbonato sódico suministrados por Sigma-Aldrich, como 
patrón 3-cloruro de cianidina de Cymitquimica y Trolox (ácido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-
tetrametilcroman-2-carboxílico) por Sigma-Aldrich. 
Procedimiento 
El método Folin-Ciocalteau utilizado fue el descrito por Contini y col., 2008 [36](el cual se basa 
en el desarrollado por  Singleton y col., 1965, modificado posteriormente por Schmidt y col., 
2005). El reactivo de Folin-Ciocalteau (FCR) es una mezcla de ácido fosfotúngstico (H3PW12O40) 
y ácido fosfomolíbdico (H3PMo12O40) usado para la determinación de antioxidantes fenólicos y 
polifenólicos. El método se basa en la medición de la cantidad de sustancia analizada que se 
necesita para inhibir la oxidación del reactivo. Sin embargo, este reactivo no sólo mide los 
fenoles totales, si no que reacciona con cualquier sustancia reductora proporcionando valores 
sobreestimados. Se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes.  
La transferencia de electrones a pH básico reduce estos complejos en óxidos, cromógenos de 
color azul intenso de tungsteno (W8O23) y molibdeno (Mo8O23) siendo este color proporcional 
al número de grupos hidroxilo de la molécula [37]. Estos óxidos de wolframio y molibdeno 
exhiben máximo de absorción a 735 nm, que se mide por espectrofotometría. La intensidad de 
absorción de la luz a esa longitud de onda, es proporcional a la concentración de compuestos 
fenólicos. 
 
Para llevar a cabo este procedimiento 10µl de muestra /patrón se mezclan con 150µl del FCR 
en dilución 1/15 y después de 3min se añaden 50µl de bicarbonato sódico 30mg/ml en placa 
multipocillo. Se incuba a 37ºC y se monitoriza la absorbancia a 735nm durante 2h tomando 
medida cada 30min. La recta de calibrado se realiza con Trolox y cianidina en concentraciones 
de 6 a 0.75mM para el Trolox y de 0.8 a 0.005mM para la cianidina midiéndose por triplicado. 
También se realizan blanco de muestra añadiendo 10µl de muestra y 200µl de bicarbonato 
sódico y blanco del reactivo con 10µl de agua y las correspondientes cantidades de 
bicarbonato y FCR. 
Las muestras tanto de extracto soluble como de extracto de romero se hacen por duplicado 
haciendo las medidas por triplicado para cada una de ellas. 
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3.4.1.2 ORAC: Capacidad de absorción de radicales oxígeno 
Reactivos 
Se requirió el empleo de tampón PBS a partir de fosfato potásico e hidrogenofosfato sódico, se 
utilizó fluoresceína disódica y AAPH suministrada por Sigma-Aldrich. 
Se utilizaron los siguientes patrones: Trolox suministrado por Sigma-Aldrich y 3-cloruro de 
cianidina suministrado por Cymitquimica, España. 
Procedimiento 
Este ensayo mide la degradación oxidativa de una molécula fluorescente (fluoresceína) 
después de haber sido mezclado con generadores de radicales libres tales como compuestos 
azoderivados. Se considera que los azoderivados producen radicales libres peróxilo por 
calentamiento, que daña la molécula fluorescente, dando como resultado una pérdida de 
fluorescencia. Los antioxidantes protegen la molécula fluorescente de la degeneración 
oxidativa. El grado de protección se cuantifica usando un fluorómetro. 
La intensidad de fluorescencia disminuye a medida que avanza la degeneración oxidativa. Esta 
intensidad se registra durante un tiempo determinado después de la adición del azoderivado. 
La degeneración de fluorescencia se mide en función del retardo en el decaimiento de 
fluoresceína respecto a la presencia  o no de antioxidantes. Las curvas de caída (intensidad de 
fluorescencia vs tiempo) se registran y el área entre las dos curvas de caída se calcula  usando 
el área neta bajo la curva (AUC) de caída de la fluoresceína mediante la fórmula: 
AUC = 1 + f104/f0 + f103/f0 + ... + f1/f0 + ... + f0/ f0 
 
El grado de protección se calcula mediante un patrón conocido, en este caso Trolox y cianidina. 
El análisis se llevó a cabo en placas opacas PS Black de 96 pocillos (Porvair-Sciences, Inglaterra) 
en un espectrofluorímetro FLUOstar Optima (BGM Labtech, Alemania) empleando 485 y 520 
nm como longitud de onda de excitación y emisión, respectivamente, según el método por Ou 
y col. (2001)[38] y modificado por Dávalos y col. (2004)[39]. 
Se coloca en cada pocillo 20µl de patrón/muestra, 120µl de fluoresceína, se incuba la muestra 
a 37ºC durante 10min y posteriormente, se añaden 60µl de AAPH como generador de 
radicales peroxilo  y se toman las medidas en el espectrofluorímetro cada minuto a 37ºC 
durante 104min. Los resultados fueron calculados empleando el software FLUOstar galaxy 
(BGM Labtech, Alemania) usando el área neta bajo la curva (AUC) de caída de la fluoresceína. 
Además se realiza un blanco con 80µl de PBS (75mM) y 120µl de fluoresceína (0.01166mM)  y 
un control con 20µl de PBS, 120µl de fluoresceína y 60µl de AAPH (48mM). La  recta de 
calibrado se midió por triplicado. Las muestras se analizaron por duplicado midiendo la 
fluorescencia por triplicado para cada una. 
3.4.1.3 ABTS 
 
Reactivos 
Se empleó ABTS (ácido 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), K2S2O8 y PBS (5mM) 
suministrados por Sigma-Aldrich. Además, como patrones se utilizaron Trolox y 3-cloruro de 
cianidina suministrados por Sigma-Aldrich y Cymitquimica, España respectivamente. 
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Procedimiento 
La capacidad de atrapamiento de radicales catiónicos libres se evaluó mediante el método de 
decoloración de radical ABTS•+ descrito por Re y col. (1998)[40] y modificado por Oki y col. 
(2006)[41] para su desarrollo en microplaca. 
El ensayo ABTS / TAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) mide la decoloración, de un 
radical ABTS+, el cuál presenta un color verde intenso.  
La reacción en la que se basa este ensayo es: 
ABTS + K2S2O8 → ABTS+.   λmax = 734 nm 
ABTS•+  + ArOH → ABTS + ArO. +H+ 
El ensayo ABTS se basa en la capacidad de captura que tiene el anión radical ABTS•+  [del ácido 
2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)] de vida larga. El ABTS• es oxidado por los 
radicales peroxilo u otros oxidantes a su forma de radical catión ABTS•+ el cual es de color 
intenso, y la capacidad antioxidante de los compuestos de prueba se mide como inhibición 
óptica complementaria a la absorbancia (disminución del color), al reaccionar directamente 
con él. 
Se prepara la disolución de ABTS+. a partir de ABTS y disulfato de potasio, se incuba en 
ausencia de luz durante 16h a temperatura ambiente. Se diluye la disolución de ABTS+. con PBS 
hasta conseguir una absorbancia en torno a 0.70 ± 0.02 u.a. a una longitud de onda de 734nm. 
A continuación, en una placa multipocillo se colocan 30µl muestra/patrón con 270µl de ABTS•+ 
junto con el blanco de 300µl de ABTS•+ y un blanco de muestra con 30µl de esta y 270 de PBS. 
Se realizan las medidas de absorbancia a 734nm tomando datos cada minuto hasta que se 
alcanzar un valor constante. Para calcular el porcentaje de inhibición se utiliza la siguiente 
fórmula: 
% inhibición =[( Abs.ABTS+. -Abs. M(x))/Abs. ABTS+.]x100 
Siendo Abs.ABTS+. la absorbancia del ABTS
•+ 300µl y Abs.M(x)las absorbancias de cada 
muestra/patrón medidas a los 10min. 
La recta de calibrado se realizó por triplicado usando como patrones Trolox y cianidina. 
Las muestras se miden por duplicado midiendo las absorbancias para cada una de ellas por 
triplicado. 
3.4.1.4 Degradación de desoxirribosa 
Reactivos 
Se utilizaron disoluciones de concentración de 2-desoxirribosa (28mM), FeCl3 (1mM), ácido 
ascórbico (1mM) y disoluciones de H2O2 (28mM), TBA 1% (p/v) y TCA 2.8% (p/v) suministrados 
por Sigma-Aldrich y  EDTA (1.04mM) suministrado por Merck. Además, se realizó una curva de 
calibración empleando para ello una disolución patrón de Manitol (150mM) suministrado por 
Sigma-Aldrich. 
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Procedimiento 
Este método se basa en determinar la capacidad antioxidante frente a radicales hidroxilo 
generados por la degradación de la ribosa (figura 7). El principio de la técnica es evaluar el 
poder quelante de radicales hidroxilos generados por el sistema hierro/vitamina C, la 
desoxirribosa es degradada por exposición a OH., generados por reacción de Fenton. Mediante 
calor se forma MDA (malondialdehído) que puede ser detectado por reacción con el TBA 
(ácido tiobarbitúrico). Si un quelato Fe2+-EDTA es incubado con desoxirribosa, se forman 
OH.[42]. 
 
 
 
Por tanto a mayor absorción medida en el espectrofotómetro, mayor la producción de TBA-
MDA, obteniendo así más oxidación de la desoxirribosa. Las medidas espectrofotométricas se 
realizaron a 532nm. 
Para llevar a cabo esta determinación,  se agrega en tubos de ensayo 575µl de muestra/patrón 
a las diferentes concentraciones y se fue añadiendo por este orden y agitando después de cada 
adición: 25µl de FeCl3, 100µl de EDTA, 100µl de 2-desoxirribosa, 100µl de agua oxigenada y 
100µl de ácido ascórbico. Siendo el volumen final de cada disolución de 1ml. La mezcla se 
incuba a 37ºC durante 1hora. A continuación se añade 1ml de TCA y otro de TBA agitando 
después de cada adición. Por último se incuban las muestras 15min a ebullición en baño de 
agua y una vez atemperadas las muestras, se mide la absorbancia a 532nm.  
El porcentaje de inhibición se obtiene a partir de: 
% inhibición =[( Abs.t=0 -Abs. M(x))/Abs. t=0.]x100 
Siendo Abs. t=0 la absorbancia del blanco formado por 575µl de PBS más todos los reactivos y 
Abs. M(x) las absorbancias de las muestras/patrón. 
Las medidas de la recta de calibrado con manitol como patrón se realizaron por triplicado y la 
medida de las muestras por triplicado de muestras por duplicado. 
3.4.2 DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIGLICANTE 
3.4.2.1 PROTOCOLO DE GLICACIÓN 
Reactivos 
Se utilizó BSA (albúmina de suero bobina) 1mg/ml, DMGO (dimetilglioxal) 5mM, PBS (tampón 
10mM) procedentes de Sigma-Aldrich. Además como patrones se empleó 3-cloruro de  
cianidina (3mM) y AMG (aminoguanidina) 5 y 3mM (Sigma-Aldrich). 
Fig.7 Secuencia de reacciones que explican el método de la ribosa, (Halliwell y col., 1987). Siendo Asc el ácido 
ascórbico, MDA malonhaldehído, TBA el ácido tiobarbitúrico y EDTA ácido etildiaminotetraacético. 
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Procedimiento 
Se lleva a cabo un modelo de glicación in vitro para simular los posibles efectos protectores de 
las proteínas de nuestro compuesto. Para ello se mezclan los compuestos recogido en la tabla 
3. 
 
NOMBRE BSA (µL) 
PATRON/MUESTRA 
(µL) 
PBS (µL) DMGO (µL) 
BSA - 100 - 900 - 
BSA + 100 - 892 8 
CIANIDINA 3mM 100 100 792 8 
MUESTRA 
1mg/ml 
100 100 792 8 
MUESTRA 
5mg/ml 
100 100 792 8 
MUESTRA  
10mg/ml 
100 100 792 8 
AMG 3mM 100 100 792 8 
AMG 5mM 100 100 792 8 
 
 
Las disoluciones se añaden en el siguiente orden, primero el BSA como muestra de proteína, el 
PBS como tampón a pH 7.4 para reproducir las condiciones fisiológicas (el pH se comprueba 
antes de poner el sistema), muestra o patrón y por último el MGO como compuesto glicante 
de proteínas. Las muestras se analizan por duplicado. 
También se realizan controles negativos de las muestras y el 3-cloruro de cianidina ya que 
estas tienen color y pueden interferir en la medida de los resultados. Para ello se colocan las 
muestras con PBS, unas añadiendo BSA y otras únicamente con el tampón para ver las 
interferencias. 
Las muestras se colocan en Thermomixer Comfort Eppendorf a 37ºC durante 96h y concluido 
el tiempo de reacción, se enfrían en hielo para detener el proceso y se procede a la 
determinación de los resultados. 
Para obtener la fracción de proteínas de alto peso molecular, se ultrafiltran las muestras con 
micro filtro  Ultracel® - 30KDa. Las proteínas de peso molecular por encima de 30KDa se 
obtienen lavando el precipitado con PBS dos veces y para la separación se centrifuga 
(Centríguga, Eppendorf Mini Spin AG) a 13000rpm durante 20min para la separación inicial y 
10min para los lavados. 
 
3.4.2.2 MEDIDA DE LA FORMACIÓN DE AGEs FLUORESCENTES 
La gran mayoría de los AGEs formados son compuestos fluorescentes debido a sus uniones con 
las proteínas, son aquellos que provocan entrecruzamiento de cadenas polipeptídicas como 
pentosidina y crossline (figura 8).  
 
Tabla 3 Concentraciones finales de las muestras/patrones y proporciones en las que se han añadido los 
diferentes reactivos para el sistema de glicación. 
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 Fig. 8 La pentosidina es una molécula fluorescente formada a partir de 3 aminoácidos y un precursor 
de 5 átomos de carbono.  Su formación implica el entrecruzamiento entre distintas cadenas polipeptídicas. 
La fluorescencia se mide utilizando un fluorímetro lector de microplacas (Biotek Synergy HT 
con placa multipocillos 96) a  una longitud de onda de excitación de 337nm y rango de emisión 
de 350 a 550nm. Se colocan 300µl de muestra en cada pocillo y se realiza la medida 
correspondiente [43]. Con lo que a mayor fluorescencia mayor formación de AGEs, lo que 
implica un menor poder antiglicante de nuestros compuestos. Las medidas se realizaron por  
triplicado. Se utilizó  guanidina y 3-cloruro de cianidina como compuestos de referencia así 
como, los controles BSA y BSA + MGO. 
3.4.2.3 ANÁLISIS DE LOS GRUPOS AMINO LIBRES: OPA 
Reactivos 
Se emplea OPA (oftaldehído), β-mercaptoetanol y tampón PBS (pH7.4) los cuales fueron 
suministrados por Sigma-Aldrich y etanol (96%) por Panreac Química S.A. (España). Además, 
como patrón se empleó N-α-Acetil-L-lisina (Sigma-Aldrich) en un rango de concentraciones de 
10 a1000µM 
Procedimiento 
El contenido en lisina disponible de las muestras objeto de estudio se estima por el método de 
oftaldehído (OPA) descrito según Go y col., 2008 [44]. La determinación se basa en la 
utilización de un reactivo fluorogénico (OPA), que en presencia de un agente reductor como el 
β-mercaptoetanol y en un medio alcalino, reacciona específicamente con los grupos amino 
primarios libres de aminoácidos, péptidos o proteínas (grupos α-amino terminales y grupos α-
amino libres de la lisina). Esto da lugar a productos altamente fluorescentes (isoindoles) que 
pueden ser cuantificados mediante un espectrofluorímetro. Como los productos de 
glicosilación avanzada reaccionan con estos grupos amino es de esperar que a mayor grado de 
glicación de las proteínas, menor es el número de grupos amino libres capaces de reaccionar 
con el OPA  y por tanto, los valores de fluorescencia serán menores. 
La disolución de reacción de OPA fue preparada mezclando 10mg de OPA, 250µl de EtOH al 
96%, 9,8ml de PBS. Ésta se agita previamente a realizar la medida se añaden 20µl de β-
mercaptoetanol en una campana de gases. 
Para el análisis se toman 10µl de muestra/patrón y se mezclan con 140µl de PBS y 100µl de 
reactivo OPA. Se incuban en placas de Microtest plate 96-Well (Sarstedt, Newton, USA) a 37ºC 
durante 15min y se realizan medidas cada 5min.  
La recta de calibrado se mide por triplicado al igual que el duplicado de las muestras. 
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3.4.2.4 MÉTODO DE LOS DICARBONILOS 
Reactivos 
Se utilizó HCl (2M), 2,4-dinitrofenilhidrazina (10mM) preparada en HCl (2M), guanidina (6M) 
con fosfato de potasio (20mM) y ajustando el pH a 2.3 con TCA (preparado al 40% (p/v)). 
Procedimiento 
Cuando se produce la glicación de las proteínas uno de los productos generados son los grupos 
carbonilo, su cuantificación se ha convertido en un parámetro ampliamente aceptado del daño 
oxidativo en condiciones de estrés. El método más comúnmente usado es el basado en su 
reacción con 2.4-dinitrofenilhidrazina (DNPH2) para formar 2,4-dinitrofenilhidrazona. Éste 
método consiste en que el DNPH es capaz de unirse covalentemente a los grupos carbonilo, 
formando una base de Schiff, para dar lugar a hidrazonas estables. El grupo dinitrofenilo puede 
ser detectado y cuantificado espectrofotométricamente debido a que exhibe un espectro de 
absorción característico con una absorbancia máxima a 375nm. 
Proteína-C=O + H2N-NH-2.4-DNP              proteína=N-NH-2.4-DNP +H2O 
Proteína-C=N-proteína + H2N-NH-2.4-DNP             proteína=N-NH-2.4-DNP +H2O 
El método utilizado está basado en el método descrito por Levaine y col., 1990 [45]. En primer 
lugar se preconcentra la muestra tomando 100µl de ella diluida en PBS y se añade 100µl de 
TCA al 40% (p/v) obteniendo una disolución al 20%. Las muestras, con objeto de que precipiten 
las proteínas, se mantienen en hielo durante 1h y se centrifugan (centrífuga Hettich Rotina 
380R) a 10000rpm durante 3min. 
Se retira el sobrenadante y el precipitado se diluyen con 500µl de 2,4-DNPH y se incuban 
durante 1h a temperatura ambiente. A continuación, se precipita con TCA durante 20min en 
hielo y se centrifuga en las mismas condiciones anteriores y se retira el sobrenadante.  
El precipitado se lava 3 veces con 500µl de una mezcla etanol/acetato de etilo (1:1) 
centrifugando entre cada lavado en las mismas condiciones y retirando los sobrenadantes. Una 
vez limpio el precipitado, se añade 600µl de guanidina 6M (pH=2.3) para redisolver el 
precipitado y se mantiene  15min a 37ºC. 
Por último, se vuelve a centrifugar para eliminar las partículas insolubles y se lee la 
absorbancia en un Espectrofotómetro UV-Vis (AnalytikJena Specord 210 plus) a 375nm. 
El contenido en carbonilos se calcula mediante el coeficiente de extinción molar para el grupo 
carbonilo que posee un valor de 22,000M-1cm-1, según la ley de Lamber  Beer: 
A = ε x c x l 
Donde A es la absorbancia a la longitud de onda máxima del grupo carbonilo (375nm), c es la 
concentración en carbonilos en unidades molares (mol/L),  l es la longitud de la cubeta (1cm) y 
ε es el coeficiente de extinción molar.  Las muestras se miden por triplicado. 
 
Determinación proteínas de los dicarbonilos formados por el método BRADFORD 
Se determina el contenido de proteínas de las muestras sometidas al ensayo de los 
dicarbonilos para ver aquellas que no han reaccionado y tenerlas en cuenta en el tratamiento 
de los datos. 
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Este ensayo está descrito en el apartado 2.3 de materiales y métodos.  Como patrón se utiliza 
BSA y tanto el patrón como las muestras, se determinan por triplicado.  
3.5. MODELO DE DIGESTION IN VITRO 
ABIÓTICO DEL EXTRACTO SOLUBLE 
Reactivos 
Se utilizó α-amilasa procedente de saliva humana (160U/mg sólido), pepsina porcina 
(3260U/mg proteína con un 92% de pureza), bilis y pancreatina bobinas, todas ellas fueron 
proporcionadas por Sigma-Aldrich. Como disoluciones se emplearon PBS (10mM), HCl, NaHCO3 
y NaOH suministrado por Sigma-Aldrich. Para los controles se utilizó almidón y BSA 
suministrados por Sigma-Aldrich y aceite de girasol comercial. 
Procedimiento 
Este modelo de digestión se ha realizado utilizando los datos obtenidos en el estudio de Sylvie 
Hollebeeck, 2013 [46], pero modificando las condiciones para realizar un sistema de digestión 
total, en lugar de por pasos. Se han tenido en cuenta las fases salivar, gástrica e intestinal, así 
como los datos obtenidos en los ensayos de determinación de proteínas y carbohidratos para 
adecuar las concentraciones de enzimas. Las disoluciones stock se prepararon en 
concentraciones en función de las cantidades de la muestra. 
En la fase salivar se ha utilizado una concentración de 6.76U/ml de α-amilasa diluida en PBS. La 
disolución de pepsina se prepara a una concentración de 71.2U/ml diluida en HCl 0.1M. La 
pancreatina y el extracto de bilis deben tener una relación de 1:6 y la mezcla sólida se añade 
directamente al tubo de ensayo. Para calcular la cantidad de muestra se tienen en cuenta las 
relaciones sustrato enzima descritas en la bibliografía; 18.56% de proteínas y 49.5% de 
carbohidratos  (15mg/ml y 90mg/ml respectivamente, para las concentraciones de enzima 
antes mencionadas, lo que equivale a 1.0506g de extracto. 
 
1. Fase salivar: 
Se pesa la cantidad de muestra necesaria en un tubo Falcon y se protege de la luz. Se agregan  
6ml de agua miliQ y se ajusta el pH a 6.9 con HCl (1M) o NaOH (1M), una vez ajustado el pH se 
añaden 751µl de α-amilasa y se lleva a un volumen final de 10ml. La muestra se deja 5min en 
incubación a 37ºC  con agitación magnética a 350rpm. Por último se introduce en un baño de 
agua a 90ºC durante 10min, para detener la reacción. 
2.  Fase gástrica : 
En el mismo tubo se ajusta el pH a 2 y se añade la pepsina 62µl, obteniendo un volumen final 
de 13ml. A continuación, se colocan las muestras en cabina de anaerobiosis Bactron II para 
reproducir las condiciones in vivo. La muestra se mantiene durante 90min a 37ºC con agitación 
magnética. Para detener la reacción, se introduce en un baño de agua a 90º C durante 10min. 
3. Fase duodenal: 
En el mismo tubo se ajusta el pH a 7 con NaHCO3 (1M) y se agrega la mezcla pancreatina/bilis 
(1:6, 147.2mg por 883.2mg respectivamente), se ajusta el volumen a 16ml. Se colocan en 
cabina anaerobiosis durante 150min a temperatura de 37ºC a 350rpm. Para detener la 
reacción las muestras se introducen en nitrógeno líquido. 
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Se descongelan en nevera y se centrifugan a 5000rpm, 4ºC por 20min para lograr dos 
fracciones, precipitada y sobrenadante. Las dos fracciones se separan, se congelan durante 24 
horas y se liofilizan para su mejor conservación hasta los posteriores análisis. 
Se repite todo el proceso con un control en las mismas condiciones con cantidades conocidas 
de carbohidratos (almidón), proteínas (BSA) y grasas (aceite de girasol comercial). Las 
muestras y el control se realizan por duplicado. 
Después de liofilizar se obtiene mayor pesada que la inicial lo que significa que las sales biliares 
no se han eliminado correctamente. Por lo que se realiza una extracción hidroalcohólica para 
eliminarlas por completo. 
Se pesan 0.5g de muestra digerida y se diluyen en 5ml de una mezcla MeOH/Agua al 50% (v/v), 
se deja en agitación durante una hora a temperatura ambiente en ausencia de luz, 
posteriormente se centrifuga a 2500G durante 10min, se coge el sobrenadante y se lava el 
residuo dos veces con una mezcla acetona/agua (70:30) para obtener la máxima recuperación 
posible. 
3.6. CARACTERIZACIÓN DEL DIGERIDO 
3.6.1 CARACTERIZACIÓN QUÍMICA 
Para la caracterización química se realizaron las pruebas descritas en el apartado 3.2.  
carbohidratos totales por el método fenol-sulfúrico, glucosa libre con el kit Spinreact, 
determinación de isoflavonas, antocianinas monoméricas totales y caracterización de 
polifenoles por HPLC. 
Se determinaron las proteínas por BCA por si quedaron restos de sales ya que en otros 
métodos pueden dar interferencias. 
3.6.1.1 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS POR BCA 
Reactivos 
Se utilizó un Kit Pierce® BCA protein assay kit (Thermo scientific, USA) y BSA proporcionado por 
Sigma-Aldrich. 
Procedimiento 
El ácido bicinconínico, sal sódica, es un compuesto capaz de formar un complejo púrpura 
intenso con iones Cu+ en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un método analítico 
capaz de monitorizar el ión cuproso producido en una reacción entre las proteínas con Cu2+ 
(reacción de Biuret). La estabilidad del reactivo y el cromóforo proporciona un método para la 
cuantificación de proteínas que es sencillo, rápido, muy sensible y que muestra una gran 
tolerancia a compuestos que afectan a otros métodos. 
 
Proteína + Cu2+    OH-       Cu+ 
Cu+ + BCA             complejo  púrpura BCA-Cu+ 
MATERIALES Y MÉTODOS 
~ 25 ~ 
 
En una placa multipocillo se sitúan 25µl de muestra / patrón y 200µl del reactivo, preparado 
según recomienda el fabricante, se mide a los 30min habiendo incubado la muestra a 37ºC 
durante este tiempo. 
Se emplea BSA como patrón con una dilución madre de 1mg/ml midiéndose la recta y las 
muestras por triplicado. También se realiza un control negativo de la muestra, sin reactivo, 
para tener en cuenta su absorbancia y un control del reactivo. 
3.6.2 CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA 
3.6.2.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
Se mide por el método de la desoxirrobosa descrito en el apartado 3.4.1.4 ya que es el que 
mejor respuesta da nuestro compuesto. La recta de calibrado obtenida con manitol se mide 
por triplicado y por el método de Folin-Ciocalteau con Trolox como patrón descrito en el 
apartado 3.4.1.1. 
3.7. PRODUCTO HORNEADO 
ENRIQUECIDO EN FIBRA EXTRACTO 
INSOLUBLE Y HARINA DE MAÍZ NEGRO 
MILLO CORVO 
Con objeto de comprobar la viabilidad de la aplicación de la fracción insoluble obtenida por 
extracción acuosa de los estigmas de maíz como fuente de fibra alimentaria se prepararon 
magdalenas sin gluten a base de harina de maíz negro de Millo Corvo con la siguiente receta 
para 100g: 
 
35 g de harina de maíz 
35 g de azúcar 
1 huevo 
20 g de leche 
10 g de aceite de girasol 
1 sobre de levadura de repostería. 
 
Paralelamente, se prepararon productos enriquecidos con la fracción insoluble de estigma de 
maíz para obtener productos con un contenido total de fibra de un 5 y un 7% teniendo en 
cuenta la fibra presente en la harina de maíz determinada en el apartado 3.3.1. 
Para la realización de las magdalenas se comenzó batiendo el huevo junto con el azúcar, 
posteriormente, se añaden la leche y el aceite agitando continuamente. Por otro lado se 
mezclan la harina de maíz y la levadura y en el caso de las magdalenas enriquecidas también la 
fracción insoluble. Se añade lentamente la harina y se llenan los moldes de las magdalenas. 
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Se precalienta el horno, mientras reposa la masa, a 180ºC, una vez alcanzada la temperatura 
se hornean las magdalenas durante 20min. Transcurrido el tiempo se apaga el horno y se dejan 
reposar en el las magdalenas 5min más.   
3.8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS 
RESULTADOS 
Todos los resultados fueron presentados como la media ± su desviación estándar. Se empleó 
test-T en muestras independientes, para comparar diferencias entre 2 grupos. Para más de 2 
grupos, los datos fueron evaluados mediante ANOVA de 1 vía (ANOVA F-test). Todo ello 
mediante el manejo del programa XLSTAT de análisis estadísticos. 
  
 
4. RESULTADOS Y 
DISCUSIÓN 
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4.1. EXTRACCIÓN ACUOSA DE 
ESTIGMAS DE MAÍZ  
Los estigmas de maíz seco son de un color marrón intenso, como se puede apreciar en la figura 
9, mucho más oscuro que los estigmas de maíz dulce amarillos. 
 
 
 
 
La extracción acuosa de los estigmas, se realizó basándose en un método sencillo, descrito en 
el apartado 3.1, que permitió la recuperación de la mayor parte de los compuestos bioactivos. 
Se llevó a cabo la extracción con agua ya que, por un lado era conocido que los estigmas de 
maíz son utilizados como infusión por sus propiedades curativas y por otro que, la extracción 
acuosa no produce nuevos residuos ni contaminantes evitando posteriores procesos de 
purificación. Se realizó la extracción a 100ºC durante 10min con objeto de evitar la posible 
degradación de las antocianinas [47, 48].  
Utilizando inicialmente una concentración de 50mg/ml se obtuvo un rendimiento de 
extracción del extracto soluble de 142.39mg/g de estigma para el primer lote de muestras de 
estigmas y 248.81mg/g de estigma seco para el segundo lote de muestras. Esto es un 10.6% 
más en el segundo lote lo que hace suponer que el proceso de extracción de los estigmas de 
maíz va a depender de la cosecha a la que pertenezcan. En la figura 10, se muestran dos 
fotografías realizadas a los extractos de estigmas de maíz liofilizados del residuo insoluble (a) y 
del extracto soluble (b). 
Fig. 9 Muestra estigma maíz negro Millo Corvo. 
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Además, el rendimiento del extracción de la fracción  insoluble de un valor medio de 
195.6mg/g (N=2) de estigma lo que significa que la mayor parte de los componentes de 
estigmas de maíz son insolubles en agua.  
El porcentaje de humedad de los estigmas de maíz encontrados fueron de 11.9%. Dichos 
valores son superiores, en comparación con los encontrados en la bibliografía [4], por lo que 
los estigmas de maíz negro Millo Corvo parecen contener una humedad algo superior a otras 
variedades de maíz y además, se han encontrado diferencias significativas (P>0.05) entre los 
dos lotes estudiados. 
4.2. CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DEL 
EXTRACTO SOLUBLE 
La caracterización química del extracto soluble se realizó mediante la determinación de 
proteínas, carbohidratos totales, glucosa libre, así como, la cantidad de isoflavonas y 
antocianinas monoméricas totales y un análisis por HPLC, descritos en el apartado 3.2 de 
materiales y métodos. 
4.2.1 CARBOHIDRATOS TOTALES Y GLUCOSA LIBRE 
La recta de calibrado para la determinación de carbohidratos totales y glucosa libre se realiza 
con D-glucosa, procedimientos descritos en el apartado 3.2.1 y 3.2.2 respectivamente. 
Se pudo observar que el extracto está compuesto principalmente por carbohidratos, siendo 
casi el 50% del total del extracto soluble. De carbohidratos totales se obtuvo 0.495±0.009 mg 
glucosa/mg extracto mientras que de glucosa libre únicamente 0.05863±0.00003 mg 
glucosa/mg extracto, lo que indica que la mayor parte de los carbohidratos están en forma 
compleja. Más estudios son necesarios para conocer la naturaleza de la fracción de 
carbohidratos extraíbles en las condiciones ensayadas y sus potenciales efectos sobre la salud 
humana ya que no se han encontrado estudios anteriores que los identifiquen.  
 
Fig. 10 Fotografías de los extractos de estigmas de maíz liofilizados correspondientes al 
residuo insoluble (a) y al extracto soluble (b). 
(a) (b) 
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4.2.2 PROTEÍNAS TOTALES 
Para la determinación de proteínas, descrita en el apartado 3.2.3, se utilizó BSA como patrón 
con un intervalo lineal de 0.05 a 0.5mg/ml. 
En los estigmas de maíz negro se determinó un 18.6% de proteínas, lo que coincide con la 
bibliografía de otras variedades de maíz, por lo que los estigmas de maíz se pueden 
considerarse como un alimento con un alto contenido de proteínas naturales hidrosolubles  de 
acuerdo con la declaración FUENTE DE PROTEÍNAS que ﬁgura en el anexo del Reglamento (CE) 
nº 1924/2006 de la EFSA (valor energético de las proteínas superior al 20% del valor energético 
total del alimento). Por lo que una de las propiedades que se le puede dar como ingrediente 
funcional es mediante la declaración autorizada vía artículo 14 1 b) "Las proteínas son 
necesarias para el crecimiento y el desarrollo normales de los huesos en los niños".                                                                                        
4.2.3 ISOFLAVONAS 
En la determinación de isoflavonas descrita en el apartado 3.2.4 se utilizó rutina como patrón. 
 EXTRACTO ESTIGMA EXTRACTO ROMERO 
mg rutina/mg extracto 0.0657±0.0009 0.0466±0.0027 
 
Como se puede observar en la tabla 4 los datos  son similares, entre el extracto de estigma y el 
de romero hay diferencias significativas (P>0.05), pero son unos valores del mismo orden de 
magnitud. Estos datos nos indican que los estigmas de maíz negro Millo Corvo poseen mayor 
cantidad de isoflavonas medidas en equivalentes de rutina que el extracto de romero.  
 
A las isoflavonas se les han asociado importantes propiedades funcionales como 
anticancerígeno [49], regulación de ciclos menstruales en mujeres premenopáusicas y 
reducción del cáncer de mama [50], así como sus propiedades como antioxidantes. La 
identificación de las isoflavonas que componen el extracto será objeto de estudio en el futuro 
para dar una idea clara de las propiedades que se les puede atribuir.  
4.2.4 ANTOCIANINAS MONOMÉRICAS TOTALES 
En cuanto a las antocianinas monoméricas totales, se obtuvo un valor de 203 ± 5 µg eq. 
Glucósido de cianidina/g de extracto. Según un estudio de Sarepoua y col. en 2013 [5], para un 
extracto etanólico de estigmas de maíz se encuentran concentraciones desde 0.4 a 72.9 µg eq. 
glucósido de cianidina/g, dependiendo del color del maíz y de la edad de recogida, los valores 
más altos se encuentran en los maíces morados y de recogida más tardía; por lo que, si lo 
comparamos con estas variedades de maíz obtenemos unos datos muy superiores en cuanto al 
contenido de antocianinas monoméricas totales teniendo en cuenta que las condiciones de 
extracción y la variedad de maíz son diferentes, pudiendo tener el maíz negro variedad Millo 
Corvo, a falta de más estudios que lo corroboren, una concentración en antocianinas superior 
a la de maíz morado.  
Tabla  4 Concentraciones en mg equivalentes de rutina/mg extracto ± su desviación estándar relativa.  
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También cabe señalar que lo que se está midiendo con el método del pH diferencial son las 
antocianinas monoméricas totales, lo que nos indica que las antocianinas pueden estar 
polimerizadas o unidas a complejos proteicos por lo que no se pueden medir en este método 
ya que las antocianinas poliméricas no muestran un cambio de color tan pronunciado con los 
cambios de pH como sí pasa con las antocianinas monoméricas [51]. 
En la tabla 5 se muestra el resumen de los resultados obtenidos: 
ISOFLAVONAS 
(mg  Rutina/mg 
extracto) 
ANTOCIANINAS 
(mg Cianidina/g 
extracto)  
CARBOHIDRATOS 
TOTALES 
(mg  Glucosa/mg 
extracto)  
GLUCOSA 
(mg Glucosa/mg 
extracto  
PROTEÍNAS 
(mg BSA/mg 
extracto)  
0.0657 ± 0.0009  0.203 ± 0.005  0.495 ± 0.009  0.05863 ± 0.00003  0.1856 ± 0.0006*  
 
 
 
4.2.5 DETERMINACIÓN DE POLIFENOLES MEDIANTE HPLC 
En este trabajo se trató de relacionar las actividades y propiedades descritas en la memoria en 
los estigmas de maíz Millo Corvo, con la presencia de polifenoles y en concreto, de 
antocianinas. En la bibliografía, algunos autores [9] han relacionado la capacidad antioxidante 
de distintos maíces, entre ellos el Millo Corvo, con el color. Sin embargo no existen datos de 
composición de esta variedad ni en el maíz ni en sus estigmas. 
Con este objetivo, se realizó la separación de los polifenoles presentes en los extractos acuosos 
y su posterior identificación mediante HPLC-DAD y HPLC-MS, como se describe en el apartado 
3.2.6. Se analizaron los extractos de estigma de maíz Millo Corvo empleando los métodos 
cromatográficos descritos y se registraron las medidas a 254, 290 y 320nm para la 
determinación de polifenoles y posteriormente, a 520nm para las antocianinas, tal como se 
indica en el apartado anteriormente citado. 
En el caso de los polifenoles, se analizaron los extractos empleando unas proporciones de 
fases descritas en la tabla 2 y se realizan las medidas a 280, 320 y 254nm. Estas absorbancias 
son las más adecuadas ya que corresponden a las absorbancias máximas para compuestos 
fenólicos (figura 11). Concretamente, los flavonoides tienen dos intervalos característicos de 
absorción, uno a un máximo de entre 240-285nm correspondiente al anillo principal y un 
segundo máximo entre los 300 y 550nm correspondiente al anillo polifenol. Para el genistein y 
otras isoflavonas el segundo rango es más intenso que el primero [52]. Así los ácidos 
hidroxicinámicos se monitorizan a 320nm, los ácidos hidroxibenzóicos a 280nm, con respecto a 
los flavonoides cada uno representa bandas intensas a 320-370nm, las flavonas a 280nm, las 
Tabla 5  Concentraciones obtenidas para cada uno de los compuestos indicados con sus desviaciones 
estándar. Los resultados con * significa que se han encontrado diferencias significativas por encima del 0.05 
entre las varianzas de las muestra. 
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chalconas absorben en ambas bandas y las antocianinas presentan una banda muy 
característica a 520nm [30]. 
 
 
Los polifenoles que se utilizaron como patrones de referencia fueron quercetin y naringenin.  
El naringenin presenta absorbancia a 254, 280 y 320nm a un tiempo de elución de 20.37 min. 
Siendo su [M] 271 y el quercetin presentó un tiempo de elución de 19.79 min. Y [M] de  301. 
Sin embargo, a pesar de que su presencia en muestras de maíz morado está descrita [53], no 
fue posible detectarnaringenin ni quercetin en ninguna de nuestras estudiadas muestras. 
Además, se inyectó cloruro de cianidina midiendo su absorbancia a 520nm y presentó un 
tiempo de elución de 17.75 minutos y mostrando un pico base de 571.  
En las muestras, las señales cromatográficas más significativos se detectaron a 4.58, 6.69, 
17.98 y 18.64min. Pero se observaron numerosos compuestos a las tres longitudes de onda, lo 
que indicó la presencia bastantes compuestos polifenólicos de diferente naturaleza. La 
identificación de éstos, sin los patrones necesarios fue complicada ya que además, pueden 
estar unidos a diferentes azúcares y polimerizados entre ellos pues, en general,  en la 
naturaleza es difícil encontrar polifenoles libres. Esta determinación e identificación, se prevé   
que será objeto de estudio posteriormente en el laboratorio. En el artículo publicado por Ren y 
col. 2009 [54] se identificaron algunos compuestos flavonoides unidos a azúcares complejos y 
ramanósidos derivados de antocianinas y luteoninas. 
Revisando los datos existentes de espectros de masas, la señal que aparece a los 4.88min 
podría ser  el ácido ferúlico (figura 12) unido a varios azúcares en el que se observa el pico base 
[M] 377 además, de una fragmentación de 194 correspondiente a su peso molecular y otras 
mayores que pueden estar relacionadas con la pérdida de azúcares durante la ionización. Ésto 
concuerda con datos bibliográficos que detectan al ácido ferúlico como uno de los polifenoles 
principales en el estigma de maíz [2]. 
Fig. 11 Absorbancias máximas para distintas clases de polifenoles [30].  
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Para llevar a cabo el estudio de las antocianinas presentes en la muestras de estigmas, los 
compuestos fueron registrados a 520nm mediante HPLC-DAD y posteriormente HPLC-MS. Los 
compuestos fueron identificados mediante la comparación en el orden de elución, espectros 
UV-Vis y características de los espectros obtenidos mediante Espectrometría de Masas y los 
existentes en la bibliografía, así como, mediante la inyección de aquellos patrones de los que 
se disponía en el laboratorio. En este estudio se empleó como modo de detección ESI en modo 
negativo. Así mismo, los tiempos de elución y la comparación de los espectros fueron una 
herramienta fundamental para la identificación de los compuestos. En el caso de las 
antocianinas, el conocimiento de datos descritos en el orden de elución, ayudó a su 
identificación. Concretamente, en HPLC en fase inversa, las antocianinas siguen un orden  
basado en la polaridad de su estructura molecular que afecta tanto a la antocianina como al 
número y tipo de glucósido. En primer lugar se eluyen delfinidina, cianidina, petunidina, 
pelargonidina y peonidina. Para la misma antocianidina, el orden de elución del glucósido sería 
soforósido, 3,5-diglucósido, galactósido, glucósido, rutinósido y xilósido. 
 
En cuanto a la determinación de antocianinas, se eligió un método de elución específico para 
éstas, descrito en el apartado 3.2.6. Se registraron diferentes señales en el cromatograma a 
520nm (figura 13). A 8.65min se observa [M]465 que puede corresponder al 3-O-glucósido de 
delfinidina, a 12.2 min, [M]443 y m/z 287 que podrían pertenecer al 3-O-glucósido de cianidina 
y a 16.65min aparece [M]595 y m/z 433 correspondiente a 3-O-glucósido de pelargonidina. 
Además la identificación de estos compuestos se apoyó en datos encontrados en la bibliografía 
en la que describen la presencia de 3-O-glucósido de delfinidina, 3-O-glucósido de cianidina y 
3-O- glucósido de pelargonidina en maíz morado [55]. 
 
Fig. 12  Cromatograma obtenido mediante HPLC-DAD del extracto soluble de maíz Millo Corvo 
mediante el método de determinación de polifenoles registrado a 320nm.  
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Finalmente, se calculó el porcentaje de cada uno de estos compuestos presentes en las 
muestras estudiadas, en base a sus áreas, siendo del 37.53%, 32.76% para el segundo y 39.25% 
pudiendo corresponder al 3-O-glucósido de delfinidina, cianidina y pelargonidina 
respectivamente. Por tanto, en principio, las actividades beneficiosas descritas en esta 
memoria pueden ser en parte debidas a la presencia de estas antocianinas y del ácido ferúlico. 
4.3 CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DEL 
EXTRACTO INSOLUBLE 
Para la determinación de fibra, tanto soluble como insoluble, se utilizaron los estigmas de maíz 
negro secos, el residuo insoluble y harina de maíz negro todos de la variedad Millo Corvo 
objeto de estudio. Para la determinación de las proteínas presentes en la fibra se utilizó 
cloruro amónico como patrón. 
Como se puede apreciar en la figura 14 el contenido en fibra de la harina de maíz fue muy bajo 
en comparación con la cantidad de fibra encontrada en los estigmas (P>0.05), 60%. El análisis 
comparativo, con datos descritos para otras variedades de maíz, indicó que el maíz negro 
presenta un contenido superior de fibra.  La cantidad de fibra que se recuperó durante el 
proceso de extracción fue del orden del 75% lo que indicó que tiene potencial como fuente de 
fibra dietética. 
Fig. 13 Cromatograma del extracto soluble de maíz Millo Corvo obtenido mediante HPLC-DAD 
(520nm). 
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Tanto en los estigmas de maíz como en la harina más del 95% de la fibra que contiene, es fibra 
insoluble. 
Se ha comprobado que un alto contenido en fibra en la dieta disminuye el índice glucémico de 
las comidas [56], con esto se consigue un mejor control de los niveles de glucosa en sangre y se 
reducen los niveles de hemoglobina glicosilada, lo que es beneficioso para pacientes 
diabéticos. Por lo que, los alimentos con alto contenido en fibra ayudan a controlar los niveles 
de glucosa lo que beneficia a pacientes diabéticos y con problemas de obesidad y su consumo 
sistemático, como parte de la dieta, permite prevenir estos procesos fisiopatológicos. 
4.4. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA 
DEL EXTRACTO SOLUBLE 
4.4.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
En la tabla 6 se muestran los datos obtenidos para las muestras de romero y estigmas con 
Trolox  y cianidina como patrón. 
La capacidad antioxidante total de los extractos por el método de  degradación de la 
desoxirribosa fue de 4.06 ± 0.42mg Manitol/mg extracto para el extracto soluble de estigma de 
maíz negro Millo Corvo y 17.31 ± 0.50mg Manitol/mg extracto para el extracto de romero 
comercial encontrándose diferencias significativas (P>0.05) entre las dos muestras.  
 
 
 
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 
% FIBRA 
FIBRA SOLUBLE 
FIBRA INSOLUBLE 
Fig. 14 Porcentaje de fibra soluble e insoluble y desviaciones estándar para el estigma de maíz 
seco, el extracto soluble y la harina de maíz negro variedad Millo Corvo. 
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EXTRACTO ESTIGMAS 
(mg Trolox/mg 
extracto) 
EXTRACTO ROMERO 
(mg Trolox/mg 
extracto) 
EXTRACTO ESTIGMA 
(mg Cianidina/mg 
extracto) 
EXTRACTO ROMERO 
(mg Cianidina/mg 
extracto) 
FOLIN-
CIOCALTEAU 
0.211 ± 0.026 0.281 ± 0.029 0.0240 ± 0.0040
c 
0.0120 ±0.00005
d
 
ABTS 0.063 ± 0.005
a 
1.55
b
 ± 0.10
b
 0.048 ± 0.002
e 
0.044 ± 0.002
f 
ORAC 0.510 ± 0.025 0.501 ± 0.030 0.016 ± 0.002
g 
1.65 ± 0.32
h 
 
 
 
 
Los resultados obtenidos con los distintos métodos coinciden con los obtenidos con los 
métodos de análisis de compuestos fenólicos. El extracto de estigma de maíz presentó 
propiedades antioxidantes, siendo más efectivo frente a los radicales peroxílicos (ORAC) e 
hidroxílicos (ensayo de degradación de la desoxirribosa).  
El método ORAC (oxygen radical absorbing capacity) mide la protección de uncompuesto 
fluorescentes ante la generación de radicales peroxilo, el método Folin-Ciocalteau puede 
medir la cantidad de compuestos susceptibles de ser oxidados (polifenoles totales) aunque 
también se puede usar como una medida de la capacidad antioxidante por este mismo hecho. 
El método del ABTS mide la protección de un compuesto coloreado frente a la acción de 
radicales peroxilo, mientras que el método de la desoxirribosa nos da una medida de 
protección de la ribosa frente a radicales libres hidroxilo. Por lo tanto, aunque todos los 
métodos miden la capacidad antioxidante cada uno de ellos se basa en un mecanismo de 
reacción diferente por lo que los resultados no son comparables a modo de cuantificación. 
Mediante todos los métodos estudiados, el estigma de maíz reaccionó favorablemente 
mostrando una inhibición o protección del daño oxidativo a diferentes niveles. Si se  compara 
con los extractos de romero se observa que para métodos como el ABTS o la desoxirribosa 
nuestro compuesto da una respuesta algo mayor si comparamos con la respuesta del Trolox 
mientras que el extracto de romero responde mejor a las otras técnicas. Esto nos indica que 
los compuestos antioxidantes presentes en el romero y el estigma de maíz actúan de forma 
diferente frente a radicales libres y frente a la oxidación de compuestos. Además, según 
diversos estudios la matriz vegetal en la que estén los compuestos antioxidantes influye en su 
capacidad antioxidante, así como su grado de polimerización o las diferentes estructuras a las 
que estén unidas [57] por lo que según estas características pueden dar una diferente 
respuesta a los distintos métodos. 
4.4.2 CAPACIDAD ANTIGLICANTE 
La figura 15 muestra la formación de AGEs fluorescentes en los distintos sistemas modelos 
ensayados. Como puede observarse, bajo las condiciones estudiadas la reacción de 
glicosidación tuvo lugar (barra negra). Los extractos inhibieron la formación de los AGEs en 
función de la concentración. Se observó un efecto dosis respuesta. El 3-cloruro de cianidina 
resultó muy efectivo como inhibidor de la formación de AGEs fluorescentes en las condiciones 
Tabla 6 Valores obtenidos en los diferentes métodos estudiados en mg equivalente Trolox/mg extracto y 
mg equivalente Cianidina/mg extracto. Los resultados con una letra como subíndice significa que se han 
encontrado diferencias significativas (P>0.05) entre el extracto de romero y el de estigmas. 
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ensayadas. Esta antocianina resultó más efectiva que la aminoguanidina, que se emplea en el 
tratamiento de la diabetes como agente antiglicante, en igual concentración (p/v). Los 
resultados, aunque preliminares, indican el potencial de los extractos de estigmas de maíz 
negro como inhibidores de la glicación. 
 
 
 
 
La figura 16 muestra el progreso de la reacción de glicosidación. Los resultados están 
expresados en concentración mM con patrón de referencia de N-α-Acetil-L-lisina. Los grupos 
amino son sustratos de la reacción que se bloquean como consecuencia de su reacción con el 
metilglioxal. En consecuencia, en el control de reacción (barra negra) se observó una 
disminución del contenido de grupos amino libres al compararlo con la proteína nativa (barra 
blanca). La presencia de aminoguanidina en las mezclas de reacción previno el bloqueo de los 
grupos amino libres dado que inhibió el progreso de la reacción como era de esperar [58], 
observándose una relación dosis respuesta. En contraposición, la adición de extracto de 
estigmas de maíz Millo Corvo y el 3-cloruro de cianidina causaron una disminución en la 
disponibilidad de grupos amino libres, superior a la observada en el sistema de glicosidación 
control. Los resultados apuntan a la ocurrencia de reacciones en paralelo sugiriendo que la 
reacción de glicosidación y la interacción de las antocianinas ocurren de manera simultánea. 
Por otra parte, los resultados parecen indicar que los mecanismos de inhibición de los 
componentes del extracto de estigmas y aminoguanidina son distintos.  
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Fig. 15 Fluorescencia de las distintas muestras estudiadas junto con sus desviaciones estándar indicadas 
a modo de barras. 
Fig. 16 Concentración en mmol/L de los grupos amino libres determinados por el método OPA junto con 
sus desviaciones estándar.  
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Más información en relación al posible carácter antiglicante de los componentes del extracto 
se obtuvo mediante el mecanismo de actuación del método de los dicarbonilos (figura 17). 
Cuando se produce la glicación de las proteínas uno de los compuestos que se forman son los 
carbonilos y mediante su cuantificación podemos saber el grado de glicación de nuestras 
muestras, para ello la concentración resultante se normaliza frente a la concentración de 
proteínas, usando el método descrito en el apartado 3.2.3 con BSA como patrón. 
 
 
 
Como se observa en la gráfica de la figura 17, la aminoguanidina reduce la formación de 
compuestos carbonilos, a mayor concentración mayor reducción de estos. La figura 17 expone 
que este método es un indicador de glicosidación (barra negra) y que los niveles de 
glicosidación medidos como grupos dicarbonilos de la estructura de la proteína disminuyen 
cuando se adiciona al medio de reacción bien aminoguanidina, cianidina o extracto de 
estigmas. Los resultados están de acuerdo con los de fluorescencia aunque no se haya 
observado efecto dosis respuesta para el extracto a concentraciones de 5 y 10mg/ml.  
Se ha encontrado un único estudio en el que se evalúa la capacidad antiglicante de los 
estigmas de maíz, se usan distintas variedades de maíces híbridos y maíz morado en el que se 
observa una disminución de la formación de AGEs fluorescentes del mismo orden de la 
aminoguanidina, lo que concuerda con los resultados expuestos en esta memoria [22]. Como 
se ha citado anteriormente las antocianinas reducen la formación de AGEs pero, también hay 
estudios que relacionan el control de la reacción de Millard con el ácido ferúlico [59], otro de 
los polifenoles encontrados en nuestro extracto lo que nos indica que pueden ser varios los 
mecanismos de actuación para la inhibición en la formación de AGEs. 
4.5. EFECTO DE LA DIGESTIÓN EN LA 
BIOACCESIBILIDAD DE LOS 
COMPONENTES DEL EXTRACTO 
La tabla 7 muestra la composición química del extracto tras la simulación del proceso de 
digestión oral-gastrointestinal. Como se puede observar, compuestos con propiedades 
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Fig. 17 Concentraciones de grupos carbonilos normalizado frente a la concentración de proteínas para 
cada muestra indicada en la leyenda de la derecha. Los datos se expresan junto con sus desviaciones 
estándar. 
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beneficiosas para la salud tales como antioxidantes (antocianinas e isoflavonas) sobreviven al 
proceso oral-gastrointestinal quedando bioaccesibles para ejercer su efecto beneficioso en el 
tracto gastrointestinal. No se han encontrado estudios acerca de los efectos de las enzimas 
digestivas en el perfil de nutrientes y compuestos bioactivos de los estigmas de maíz. Sin 
embargo, existen estudios que apoyan que  la resistencia al proceso de digestión de 
antocianinas incorporadas en matrices alimentarias  varía dependiendo de su naturaleza y de 
la matriz en la que estén incorporadas. Las que sobreviven al proceso mantienen las 
propiedades antioxidantes  [60]. Los resultados están en línea con los encontrados en la 
presente investigación en los que se han detectado estos compuestos bioactivos en los 
digeridos. Más estudios son necesarios para conocer si estás dosis tienen un efecto fisiológico 
a nivel celular. 
 
Extracto digerido 
 
PROTEÍNAS 0.067 ± 0.002 
mg BSA/mg 
extracto(digerido) 
CARBOHIDRATOS  0.306 ± 0.017* 
mg glucosa/mg 
extracto(digerido) 
GLUCOSA 4.100 ± 0.034 
mg glucosa/mg 
extracto(digerido) 
ISOFLAVONAS 0.263 ± 0.013 
mg rutina/mg 
extracto(digerido) 
ANTOCIANINAS 6.1 ± 1.4* 
mg cianidina/g 
extracto(digerido) 
 
 
4.5.1 DETERMINACIÓN DE POLIFENOLES MEDIANTE HPLC 
Se inyectaron las muestras del extracto digerido en las mismas condiciones que el extracto de 
estigma de maíz y en la misma concentración (1mg/ml). Se midió la absorbancia en los dos 
métodos diferentes para determinar polifenoles y antocianinas y a las mismas longitudes de 
onda descritas según el apartado 3.2.6. 
Tabla 7 Cuadro resumen de la caracterización química del extracto digerido junto con sus desviaciones 
estándar. * Diferencias significativas entre las repeticiones de las muestras. 
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La cantidad de polifenoles tanto a 320 (figura 18) como a 280nm, disminuyó 
considerablemente por lo que aunque las isoflavonas y antocianinas han aumentado en su 
forma libre y biodisponible, los compuestos polifenólicos se han degradado en su mayoría. 
En el caso de las antocianinas, el cromatograma obtenido mediante HPLC  a 520nm (figura 19) 
permitió detectar la presencia de los tres picos característicos, pero en cuanto a sus áreas se 
obtuvo unos porcentajes de 19.88% para delfinina, 46.47% para cianidina y 33.65% para 
pelargonidina.  Por lo que se ve una diferencia de comportamiento entre las diferentes 
antocianinas, mientras que delfinina se ve muy afectado por la digestión, pelargonidina 
disminuye en muy poca cantidad y la cianidina aumenta considerablemente su concentración. 
Esto puede ser debido a los diferentes compuestos a los que estén unidos y su 
comportamiento frente a las enzimas digestivas. 
 
 
 
 
En resumen, se puede afirmar que, las tres antiocioninas detectas  resisten en mayor o menor 
medida la digestión pudiendo llegar  al intestino con posibilidades de ser absorbidos y cumplir 
su función. Estos resultados están en línea con los descritos en el apartado anterior. Más 
estudios son necesarios para poder identificar y cuantificar las isoflavonas en los digeridos 
empleando técnicas de separación como las utilizadas para antocianinas. Los resultados están 
en línea con los descritos para el extracto acuoso y los encontrados por otros estudios [60]. 
Fig. 18 Cromatograma obtenido mediante HPLC-DAD del extracto de estigma de maíz Millo Corvo 
digerido,  registrado a 320nm. 
Fig. 19 Cromatograma obtenido mediante HPLC-DAD del extracto digerido (520nm). 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
~ 40 ~ 
 
4.6. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA 
DEL EXTRACTO DIGERIDO 
4.6.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
Como se observa en la tabla 8 los extractos digeridos tienen capacidad antioxidante, por lo 
que, a falta de ensayos in vivo, el extracto se puede considerar que posee capacidad 
antioxidante y que los compuestos que proporcionan esta capacidad están bioaccesibles. Estos 
resultados en línea con los resultados del contenido de isoflavonas y antocianinas y sugieren 
que estos compuestos pueden estar contribuyendo a esta capacidad. Sin embargo, más 
estudios son necesarios para establecer con exactitud el perfil de antioxidantes de los 
digeridos y la contribución de cada antioxidante individual a la capacidad antioxidante total del 
digerido. Nuevos compuestos tales como péptidos antioxidantes podrían formarse durante el 
proceso de digestión aportando un aumento o disminución dependiendo del método de 
medición de la capacidad antioxidante que estemos empleando.  
 
EXTRACTO ESTIGMAS  DIGERIDOS 
DESOXIRIBOSA  20.37 ± 0.32 (mg manitol/mg extracto digerido) 
FOLIN-CIOCALTEAU 0.108 ± 0.006 (mg Trolox/mg extracto digerido) 
 
 
4.7 PRODUCTO ENRIQUECIDO EN 
FIBRA 
Para conseguir una completa revalorización de nuestro producto, podemos utilizar nuestro 
extracto insoluble como un ingrediente funcional aportando fibra a un alimento procesado ya 
que la mezcla de fibra añadida a la harina utilizada en la preparación de bizcochos y pan 
reduce notablemente su índice glucémico. Un efecto similar se podía esperar en otros 
alimentos horneados producidos usando la misma administración de suplementos de fibra 
[56]. 
Para lograr este objetivo se preparó un producto horneado a base de harina de maíz negro 
utilizando la formulación adecuada para obtener un producto rico en fibra de acuerdo con lo 
establecido en la legislación  y siguiendo el procedimiento convencional  de horneado que se 
emplea para la elaboración de magdalenas (figura 20). La nueva formulación permite obtener   
un alimento exento de gluten y apto para personas celiacas; asi como, con un color morado 
atractivo.   
Tabla 8 Datos obtenidos del extracto digerido mediante los ensayos de desoxirribosa y Folin-
Ciocalteau junto con sus desviaciones estándar. No encontrándose diferencias significativas 
(P<0.05) entre las muestras (n=9) 
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Se prepararon tres mezclas diferentes, una para magdalenas con harina de maíz negro con un 
contenido en fibra del 2.5%, otra prueba con la harina de maíz más 3.6 gramos de extracto 
insoluble de estigma de maíz lo que le da un 5% en fibra al producto final y otra con 6.2  
gramos de extracto para obtener unas magdalenas con mas de un 7% en fibra (figura 21). 
 
 
 
La harina de maíz es bastante dura para los productos horneados y el producto final sube poco 
pero tiene una consistencia y aspecto aceptables. 
 
 
Como se aprecia en la figura 22, el color de las magdalenas se va oscureciendo conforme 
añadimos mas extracto insoluble ya que este es de color marrón oscuro y se va oscureciendo 
el producto final. 
Como se ha podido comprobar el extracto insoluble también puede ser reutilizado como 
ingrediente alimentartio rico en fibra dando al producto un color original y unas propiedades 
Fig. 20 Masa para las magdalenas de harina de maíz 
negro Millo Corvo. 
Fig. 21 Diferentes mezclas de la harina de maíz con el extracto insoluble. De izquierda a derecha se 
muestran harina de maíz sin extracto, harina de maíz más extracto para obtener un 5% en fibra y la última 
para harina de maíz más extracto para obtener un producto final con un 7% en fibra. 
Fig. 22 Magdalenas de maíz negro. De izquierda a derecha: magdalena con un 2.5% en fibra, magdalena con 
un 5% en fibra y un 7% en fibra. 
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saludables tal como indica la EFSA en su artículo referido a la fibra, se podrá decir que un 
alimento tiene un “alto contenido de fibra”cuando contenga, como mínimo, 6 g de fibra por 
100 g o 3g de fibra por 100 Kcal. Si contiene un mínimo de 3 g de fibra por 100 g o 1,5 g de 
fibra por 100 Kcal, se podrá denominar “fuente de fibra”. 
Como se ha documentado en este trabajo la fibra dietética está involucrada en la prevención 
de enfermedades y mejora de la salud, además la industria alimentaria puede aprobecharse de 
las propiedades fisico-químicas que aporta la fibra en cuanto a viscosidad, textura, 
características sensoriales y vida útil de los productos [61].  
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1. Los estigmas de maíz negro son un subproducto de la industria del maíz que 
pueden ser revalorizados además de cómo colorantes con otros usos 
alimentarios. 
 
2. Se pueden extraer compuestos bioactivos sin utilizar disolventes ni productos 
contaminantes para preservar el medio ambiente para contribuir a la 
iniciativa mundial sobre la Reducción de Pérdidas y el Desperdicio de 
Alimentos con el último fin de apoyar el punto "cero desperdicio de alimentos 
y pérdidas pos cosecha" . 
 
3. Los estigmas de maíz son una fuente de proteínas, fibra y carbohidratos 
complejos de lenta liberación. 
 
4. Presentan polifenoles y sobretodo antocianinas con capacidad antioxidante y 
capacidad antiglicante. 
 
5. La capacidad antiglicante del extracto soluble de los estigmas de maíz debe 
ser evaluada por otros métodos que confirmen los datos obtenidos en 
fluorescencia, OPA y dicarbonilos para determinar exactamente el 
mecanismo de actuación. 
 
6. La capacidad antioxidante proporcionada por las antocianinas y demás 
polifenoles resiste el proceso digestivo por lo que a falta de estudios in vivo, 
se puede decir que estos compuestos son biodisponibles. 
 
7. El extracto insoluble que se recupera del proceso de extracción acuosa de los 
estigmas de maíz es una fuente de fibra dietética apta para celíacos.  
 
8. La estrategia de valorización utilizada permite el reciclado total del 
subproducto sin generar nuevos residuos.  
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